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SINTESIS

Antecedentes: Al no existir tratamiento de reemplazo para la inmunoglobulina A

cuando esta deficiente o ausente, es necesario aplicar otras terapias.

Pacientes y métodos: Para evaluar la eficacia y seguridad terapéutica de la
ozonoterapia se realizé un ensayo clinico (RPCEC 00000236), que fue aprobado por
el Comité de Etica de la Investigacion y los pacientes dieron el consentimiento
informado para su inclusion. Fueron asignados aleatoriamente 60 pacientes a dos
grupos, uno para recibir ozono por insuflaciéon rectal (grupo estudio) y el segundo
Hebertrans® (grupo control), por via subcutanea. Las variables, evaluacion clinica y
respuesta terapéutica se midieron al mes y seis meses posteriores, ademas se

identificaron los eventos adversos.

Resultados: En el grupo estudio se obtuvo aumento de las inmunoglobulinas G y M,
disminucién de los parametros prooxidantes e incremento de antioxidantes

enddgenos y se reportaron eventos adversos leves.

Conclusiones: Con la ozonoterapia se logro efectos beneficiosos sobre el balance
de oxidacion reduccion, los niveles de inmunoglobulinas G y M y la evolucion clinica
de los pacientes. La terapia con ozono medicinal puede ser una opcion de
tratamiento adicional, no invasivo, para los pacientes con deficiencia de

inmunoglobulina A.
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GLOSARIO
AEPROMO: Asociacion espariola de profesionales médicos de ozonoterapia.
AP-1: Proteina activadora 1 (del inglés, activator protein-1).
APRIL: Ligando inductor de la proliferacion A (del inglés, A proliferation-inducing
ligand).
BAFF: Factor activador de la célula B (del inglés, B-cell activating factor).
CAT- Enzima catalasa.
CD: Molécula proteica de la superficie celular designada por un nimero o grupo de
diferenciacion (del inglés, cluster of differentiation).
CNGM: Centro Nacional de Genética Médica.
DIgA: Deficiencia de inmunoglobulina A.
EA: Evento adverso.
ELISA: Enzimoinmunoensayo de adsorcion (del inglés, Enzyme-linked immunosorbent
assay).
EO: Estrés oxidativo.
ERO: Especies reactivas del oxigeno.
ESID: Sociedad Europea de Inmunodeficiencias (del inglés, European Society for
Immunodeficiencies).
FRAP: Habilidad del plasma de reducir el hierro férrico (del inglés, ferric reducing ability
of plasma).
GC: Grupo control.
GE: Grupo estudio.

GPx: Glutation peroxidasa.



H20:2: Peroxido de hidrégeno.

IDP: Inmunodeficiencia primaria.

IFN-y: Interferon gamma.

IgA: Inmunoglobulina A.

IgG: Inmunoglobulina G.

IgM: Inmunoglobulina M.

IHI: Instituto de Hematologia e Inmunologia.

IL: Interleucina

IPRA: Infeccion parasitaria recurrente aguda.

ISCO3: Comité Cientifico Internacional de Expertos en Ozonoterapia (del inglés,
International Scientific Committee of Ozone Therapy).

KEAP: Proteina derivada de los eritrocitos parecida al Kelch (del inglés, Kelch-like
erythroid cell derived protein).

LASID: Sociedad Latinoamericana de Inmunodeficiencias (del inglés, Latin American
Society for Immunodeficiencies).

LES: Lupus eritematoso sistémico.

MDA: Malondialdehido.

NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato.

NFAT: factor nuclear de la célula T activada (del inglés, Nuclear factor actived T cell)
NF-kB: Factor nuclear kappa B (del ingles, Nuclear factor kappa B).

NK: Células asesinas naturales (del inglés, natural killers).

Nrf2: Factor nuclear eritroide 2 relacionado (del inglés, nuclear erythroid 2-related

factor).



O™2: Anion radical superoéxido.

Os: Molécula de ozono.

OsT: ozonoterapia.

ONOQO': Peroxinitrito.

PAOP: Productos avanzados de oxidacion de proteinas.

REDOX: Oxidacion reduccion.

RL: Radical libre.

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

SOD: Superoxido dismutasa.

TACI: Activador transmembrana e interactor del modulador de calcio y el ligando de
ciclofilina (del inglés, transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin
ligand [CAML] interactor).

TD: Toxoide diftérico

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta (del inglés, transforming growth
factor-betta).

Thl: Linfocitos T auxiliadores 1 (del inglés, T helperl).

TNF-a: Factor de necrosis tumoral-alfa (del inglés, tumor necrosis factor alpha).

Treg: Células T reguladoras.

TT: Toxoide tetanico.

WFOT: Federacion Mundial de Ozonoterapia (del inglés World Federation of Ozone
Therapy).



INTRODUCCION
De acuerdo a la clasificacion de inmunodeficiencias primarias (IDP) actualizada en
2013 por el Comité de Expertos de la Union Internacional de Sociedades de
Inmunologia (1UIS), la deficiencia de IgA (DIgA) es una IDP que pertenece al grupo

de trastornos con déficit predominante en la produccién de anticuerpos.!

Las IDP se consideran enfermedades poco frecuentes, sin embargo, evidencias
reportadas indican mayor frecuencia de la que se espera. Aproximadamente uno de
cada 8 000 a 10 000 individuos tienen una IDP, lo que representa aproximadamente
10 millones de personas en el mundo.? Las cifras informadas son variables por
paises, debido a la heterogeneidad genética de su expresion, falta de diagnéstico

preciso y escasos registros epidemioldgicos.

Por otra parte, la DIgA es relativamente comun y al igual que el resto de las IDP, la
incidencia mundial varia dependiendo del origen étnico. En los Estados Unidos la
frecuencia estimada es desde 1:223 hasta 1:1000 en la poblacién general y es mas
baja en poblaciones de origen asiaticas (1:2 600-1:18 000).22 Los informes del
registro de IDP de la Sociedad Latinoamericana de inmunodeficiencias (LASID)
muestran un total de 1 423 casos con deficiencia selectiva de IgA y 13 con déficit

secundario de IgA en América Latina.* Los informes del Registro cubano de



IDP reportan 111 casos con DIgA, identificAndose como la IDP mas comuin.® En

Cuba, al igual que el resto del mundo, existe un subregistro.

La DIgA es la IDP mas frecuente en la provincia Ciego de Avila. Del total de
pacientes con sospecha clinica de inmunodeficiencias, asistidos en la consulta
provincial de Inmunologia durante 6 afios, la DIgA presentd una frecuencia de 1 por
cada 101 pacientes analizados, mientras que el resto de las inmunodeficiencias
tuvieron una menor frecuencia (1 por cada 509 pacientes) (Registro del Servicio de
Inmunologia del Hospital General Docente "Capitdn Roberto Rodriguez Fernandez”

de Moron).

Las IDP incluyen un amplio espectro de manifestaciones clinicas comunes. El
diagnéstico presuntivo de estas enfermedades se fundamenta en los diez signos de

alarma establecidos por la Fundacién Jeffrey Modell © y el diagnéstico definitivo, se

establece segun los criterios definidos por la Sociedad Europea de
Inmunodeficiencias (ESID), que clasifica a la DIgA de acuerdo a su presentacion

clinica en dos categorias: con déficit completo y parcial.”

Estas formas clinicas pueden presentarse: asociadas a una incapacidad en la
formacion de anticuerpos contra antigenos polisacaridos o deficiencia de 1gG2,
totalmente asintomaticas (70% de los afectados) o como formas clinicas “floridas”
donde predominan infecciones, enfermedades alérgicas y autoinmunes.tLas
infecciones bacterianas recurrentes del tracto respiratorio son el hallazgo mas

comun. Algunos pacientes pueden desarrollar dafio organico, infecciones



gastrointestinales parasitarias como la giardiasis y otros, trastornos alérgicos y

autoinmunes.89

La atopia es frecuente en esta enfermedad, se reporta asociacion entre el asma
bronquial y la DIgA.%° De igual forma, las enfermedades autoinmunes pueden ser la
primera manifestacion clinica de la DIgA. Estudios de cohorte evidencian la relacion
entre DIgA y lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide y enfermedades

autoinmunes localizadas en ciertos érganos o tejidos.'!

La patogenia de la enfermedad es multifactorial, se describen defectos en la
diferenciacion terminal de la célula B hacia célula plasméatica secretora de IgA que
involucra factores tales como el defecto intrinseco del linfocito B, la disfuncion de
células T auxiliadoras y la deficiencia de citocinas en el curso de la respuesta a

estimulos externos.®

Para corroborar el diagndstico clinico en esta IDP se realizan pruebas de laboratorio,
como la cuantificacion de inmunoglobulinas séricas (IgG, IgA, IgM) y de anticuerpos
especificos contra los antigenos proteicos y polisacaridos. Otras pruebas permiten

confirmar el tipo de alergia y de enfermedad autoinmune presente.'213

La DIgA no tiene tratamiento especifico, ni existe tratamiento de reemplazo. Las
infecciones se tratan con antimicrobianos segun la sensibilidad del germen causal y
algunos enfermos necesitan tratamiento profilactico por tiempo prolongado, para
evitar las complicaciones y el dafio organico. Cuando aparecen juntas las
enfermedades alérgicas y autoinmunes, se emplea el tratamiento especifico segun la

forma de presentacién de esas enfermedades.!* Una alternativa de tratamiento
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pudiera ser suplementar las superficies externas de IgA, no se recomiendan los
productos sanguineos que la contienen (preparados de inmunoglobulina humana)
por el riesgo de reacciones anafilacticas en los pacientes con anticuerpos anti IgA.14
Estas limitaciones en el tratamiento orientan a la busqueda de otras opciones que no
sean invasivas y resulten eficaces para incrementar la respuesta inmune, en

particular contra las infecciones que se presentan en estos pacientes.

La respuesta inmunitaria involucra receptores celulares, sefales coestimuladoras,
varios tipos de citocinas y la regulacion por procesos de oxidacion reduccion
(redox).’> Durante la respuesta inmune frente a las infecciones recurrentes, las
alergias e inmunodeficiencias, hay un exceso en la produccién de radicales libres
(RL), que produce desbalance entre los prooxidantes y antioxidantes del
metabolismo redox a favor de los primeros; lo que ocasiona perdida de la
sefalizacion, del control redox y dafio a biomoléculas como proteinas, lipidos y acido
desoxirribonucleico.'® Cuando se altera la homeostasis en el metabolismo redox
celular, habitualmente las células y tejidos evolucionan a una situacion de “dafio
oxidativo” que facilita la disfunciéon y eventual muerte celular. La reversién de los
efectos de los RL y la regulacién del estado redox es necesaria para mantener la
funcidon inmune normal lo que puede lograrse con el uso del ozono (Os3)

medicinal.16:17

El Os medicinal comparte propiedades de un profarmaco, causa efectos biologicos

sobre el organismo con una curva bifasica de dosis respuesta (hormesis). La terapia



con O3z medicinal se basa en revertir el estrés oxidativo (EO) cronico a nivel celular y

ejercer efectos moduladores sobre las funciones del sistema inmune.16.18

Los resultados beneficiosos obtenidos en investigaciones y mas de 60 afios de la
aplicacion del Os medicinal en la practica médica han permitido la aprobacién de este
proceder, asi como la creacion de Sociedades de Ozonoterapia (O3T) en varios
paises.’®?0 La “Asociacién Médica Alemana para el uso del Ozono en la Prevencién
y Terapia”, establecié las indicaciones, frecuencia, concentracién y dosis del Os
medicinal.?! Se reconocié que las concentraciones de Os entre 20 y 40 pg/mL son

fisiol6gicamente efectivas y recomendadas para la aplicacién sistémica.%?!

Los beneficios de la OsT en diversas enfermedades a lo largo de mas de 30 afios de
investigacion, su seguridad y los mecanismos a través de los que ejerce sus
acciones, permitio establecer en Cuba normas de buenas practicas reconocidas
internacionalmente 22y regular esta terapia, respaldado en la Resoluciéon Ministerial

261 del Ministerio de Salud Publica en el afio 2009.

La aplicacion del Os medicinal mediante la insuflacion rectal tiene un efecto sistémico
similar, en un 90 %, a la auto hemoterapia mayor y es considerada la via de eleccién
en nifios, ancianos y pacientes que no puedan recibir terapias endovenosas.?
Investigaciones preclinicas y clinicas evidencian el efecto sistémico?*?*y la seguridad
de la via rectal.®® Es la via que recomienda el Comité Cientifico Internacional de
Expertos en Ozonoterapia (ISCO3) como terapia sistémica en el asma, las

enfermedades virales, autoinmunes y las inmunodeficiencias.?®



En Cuba existen evidencias de los beneficios de la OsT en el tratamiento de
inmunodeficiencias secundarias humorales y celulares, en el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida, en las deficiencias fagociticas y en enfermedades
autoinmunes tales como artritis reumatoide, donde se demuestran los efectos
inmunomoduladores, antioxidantes y antiinflamatorios de esta terapia.?’?2° Estos
hechos, junto a la utilidad que demuestra la OsT en el tratamiento de varias
condiciones médicas, su seguridad, los conocimientos actuales sobre el mecanismo
de accion, la aprobacion recibida por organizaciones internacionales su uso en
diferentes protocolos médicos y la experiencia de la autora en la practica asistencial,

motivaron la realizacion de esta investigacion.

Planteamiento del problemay justificacion del estudio

No existe un tratamiento especifico capaz de restablecer de forma eficaz y segura las
deficiencias de la sintesis de IgA, el uso frecuente o profilactico de antimicrobianos
en estos pacientes, favorece el desarrollo de resistencia bacteriana y la ocurrencia
de reacciones adversas (destruccion de la microbiota y sobreinfecciones); no se
recomienda la aplicacion de hemoderivados que contengan IgA por el riesgo de
reaccion anafilactica® y el Hebertrans®, con efectos clinicos beneficiosos en esta
inmunodeficiencia,®! constituye un tratamiento inespecifico que no es, en la totalidad
de los casos, beneficioso desde el punto de vista clinico y no esta disponible de
forma estable en las farmacias, lo que dificulta su adquisicion cuando se necesite.
Por otra parte, existen evidencias cientificas del efecto inmunomodulador y

antioxidante de la OsT y de su inocuidad en investigaciones preclinicas y clinicas,



que avalan su uso en diferentes protocolos médicos; ?/-?° ademas de constituir un

proceder terapéutico factible desde el punto de vista econémico y social.®?

La escasez de ensayos clinicos controlados y aprobados por los Organos
reguladores, con el objetivo de evaluar la eficacia y seguridad de la OsT rectal en
diferentes enfermedades, incluyendo las del sistema inmune, hacen necesaria la

realizacion de este estudio en pacientes con DIgA.

Problema cientifico

¢ Resultaria eficaz y segura la aplicacion de la OsT por via rectal en los pacientes con

DIgA?

Objeto de estudio: el proceso de tratamiento con OsT en la DIgA.

Objetivo general

Evaluar la eficacia y seguridad de la OsT aplicada por via rectal, en el tratamiento de

los pacientes con DIgA.

Objetivos especificos

1. Determinar la homogeneidad entre dos grupos de tratamiento de pacientes con
DIgA, segun variables demograficas, clinicas, inmunolégicas y del balance
redox.

2. Evaluar la eficacia de la OsT aplicada por via rectal en los pacientes con DIgA.

3. Determinar la seguridad de la ozonoterapia aplicada por via rectal en los

pacientes con DIgA



Hipodtesis de la investigacion

La aplicacion de la OsT por insuflacion rectal en pacientes con DIgA contribuye a
reducir las infecciones, mejorar la respuesta de anticuerpos y el balance redox y

constituira un tratamiento no invasivo, que seré bien tolerado por los pacientes.

Disefio metodoldgico general de la investigacion

Se realizdé un ensayo clinico controlado y aleatorizado, para lo cual se analizé la
homogeneidad de dos grupos de pacientes con DIgA, se ejecutaron los
procedimientos del ensayo clinico fase Il, y se evalud la intervencion terapéutica al

mes y a los 6 meses después de finalizado los tratamientos.

Estructura de la tesis

La tesis estd estructurada en: introduccion, 4 capitulos, conclusiones,
recomendaciones, referencias bibliograficas y anexos. En el primer capitulo se
fundamentan aspectos tedricos de la DIgA, el EO y de la OsT; en el segundo capitulo
se describe el disefio metodoldgico de la investigacién, en el tercero se analiza el
comportamiento de las variables demograficas, clinicas, inmunoldgicas y del balance
redox, para demostrar la homogeneidad de los grupos de tratamiento y en el cuarto
capitulo se analizan los resultados de la evaluacion de la eficacia y seguridad de la

Oa3T.

Novedad Cientifica

La novedad de esta investigacion radica en que es el primer ensayo clinico que se

realiza sobre el uso de la OsT rectal en el tratamiento de la DIgA.



Se propone como solucién un esquema de dosis de OsT rectal ajustado a la edad,
que permite minimizar y controlar las infecciones en la DIgA, con efectos
beneficiosos antioxidantes e inmunomoduladores; como terapéutica alternativa o
complementaria, eficaz y segura, que no tiene antecedentes de uso para el

tratamiento de la DIgA.

Contribucion a la teoria

1- Es la primera vez que se aporta informacion teérica sobre el desbalance en
el metabolismo redox en la DIgA. Por lo que constituye, un punto de partida
de multiples lineas de investigacion en esta tematica.

2- Aporta elementos a la teoria del Oz medicinal, aplicado por via rectal y con
dosis ajustadas a la edad, como inmunomodulador y estabilizador del
balance redox, al evidenciar el aumento de la inmunoglobulina G y M, la
disminucién de parametros prooxidantes y el aumento de parametros

antioxidantes en la DIgA.

Aporte practico

1- Se aporta el esquema de tratamiento de OsT por la via rectal, con dosis
escalonadas y ajustadas a la edad, que ofrecié efectos beneficiosos
clinicos, inmunomoduladores y antioxidantes en los pacientes con DIgA,
con un importante impacto social al lograr satisfacer las necesidades
humanas de salud en estos pacientes.

2- Los resultados permiten el uso mas extensivo de la medicina natural en el

area de tratamiento de las IDP.



3- Posibilit6 mejor aprovechamiento de los recursos humanos y las
tecnologias instaladas en el hospital.

Limites del alcance de la investigacion

Se trata de un estudio local y monocéntrico con el nUmero de pacientes tratados en

los afios que durd la investigacion, que permite la continuacion de las siguientes

fases del ensayo clinico.
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CAPITULO 1

CONSIDERACIONES TEORICAS SOBRE DEFICIENCIA DE IgA, ESTRES
OXIDATIVO Y OZONOTERAPIA



CAPITULO 1. CONSIDERACIONES TEORICAS SOBRE DEFICIENCIA DE IgA,
ESTRES OXIDATIVO Y OZONOTERAPIA

1.1 Inmunodeficiencias primarias
Las IDP son enfermedades que se caracterizan por déficit del sistema inmunoldgico
como resultado de defectos genéticos, que alteran el desarrollo y la funcionabilidad
del sistema inmune, con la consiguiente afectacién cuantitativa o cualitativa de los
mecanismos implicados en la inmunidad adaptativa e innata.l*® Se consideran
‘raras” o poco frecuentes a nivel mundial. Sin embargo, las evidencias reportadas
indican una mayor frecuencia de la esperada 3* y la Organizacion Mundial de la
Salud reconoce en la actualidad mas de 250 tipos de IDP.132 Aproximadamente, de
1:8 000 a 1:10 000 individuos tienen una IDP congénita que afecta su salud, lo que
representa aproximadamente 10 millones de personas en el mundo.?3® Sin
considerar, que entre el 70 y el 90% de los pacientes permanecen sin diagndstico,
constituyendo subregistro de la enfermedad en la mayoria de los paises del mundo,

24,733 incluyendo a Cuba.®

Las inmunodeficiencias ocasionan alta susceptibilidad de enfermar con infecciones
frecuentes y recurrentes, que no evolucionan de la manera habitual ya que se
prolongan y como consecuencia se producen complicaciones graves.2°3* En las IDP

existe mayor prevalencia de enfermedades autoinmunes 3y alergicas.®
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La fundacion Jeffrey Modell, establecié los 10 signos de sospecha de IDP, estos
incluyen: ocho o mas episodios de otitis media aguda en un afio, dos 0 mas
infecciones graves de senos paranasales en un afio, dos 0 mas meses de
tratamiento con antimicrobianos sin mejoria, dos 0 mas neumonias en un afo, falta
de ganancia de peso y talla, infecciones recurrentes de piel y tejidos blandos,
abscesos de 6rganos, muguet o candidiasis cutanea persistente después del afio de
edad, necesidad de antibioticos intravenosos para curar las infecciones, dos o mas
infecciones graves (sepsis, meningitis, osteomielitis) e historia familiar de
inmunodeficiencia.®®® Las IDP se clasifican de acuerdo al componente del sistema

inmune que esta defectuoso.t3’
1.2 Deficiencia de IgA

El 30% de las inmunoglobulinas del suero son de tipo IgA, es la segunda en
concentracion y la mas abundante en secreciones (80% del total). Existen dos
isotipos en el ser humano, IgA1 e IgA2. La IgA1 monomérica es predominante (85%)
en el suero. La IgA2 dimérica, muestra dos moléculas de IgA unidas covalentemente
a través de la cadena J y un componente secretor, sintetizado en las células
epiteliales que participa en el transporte transcelular de la IgA2 para su incorporacion

a las secreciones.

Se han identificado cinco tipos de receptores de IgA no relacionados
estructuralmente, tres de ellos se consideran genuinos: el receptor de IgA polimérica,
se involucra en el transporte de IgM e IgA a través de las mucosas. El segundo tipo

(CD89) es el receptor especifico de IgA que une IgAl e IgA2. El tercer tipo une IgA e
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IgM mientras que los dos restantes, alternativos, son el receptor de
asialoglucoproteina y de transferrina. El receptor asialoglucoproteina se implica en el
catabolismo de la IgA y el de transferrina se encarga de la deposicion de IgA en los
tejidos. La activacion del receptor CD89 por inmunocomplejos o polimeros de IgA

induce la activacion de las células inmunes.8:38

La funcion de la IgAl se basa en la opsonizacion y facilitacion de la fagocitosis,
neutralizacion de toxinas bacterianas y la activacion del complemento por la via
alternativa. Saha y cols. demostraron la accién antiinflamatoria de la IgA1, al inhibir la
diferenciacion de las células Th17 y la sintesis de la IL-17, por lo que se le atribuye
una funcién inmunoreguladora.®® La IgA2 es predominante en secreciones mucosas
(90%) y es activa frente a los antigenos de polisacaridos y lipopolisacaridos.384° Esta
inmunoglobulina desempefia una funcién importante en la exclusion inmune de
microorganismos patdégenos y en el mantenimiento de la homeostasis intestinal.*°
Esta funciébn puede ser un mecanismo compensatorio que previene las
manifestaciones clinicas de la enfermedad.® La mucosa intestinal estd mayormente
poblada de linfocitos B IgA positivos y células plasméticas secretoras de IgA, como
resultado de una prevalencia local de sefiales coestimuladoras y citocinas del micro
entorno, que favorecen el cambio de isotipo a IgA y el direccionamiento selectivo de

plasmoblastos IgA* hacia la mucosa.*°

La DIgA fue descrita por primera vez en 1961 en pacientes con ataxia telangiectasia,
es la mas comun entre las deficiencias de anticuerpos y se incluye en el grupo de

defectos predominante de anticuerpos.*®
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1.2.1 Epidemiologia

La incidencia de DIgA es variable y depende del origen étnico de la poblacién, en los
Estados Unidos la frecuencia estimada es desde 1:223 hasta 1:1000 en la poblacion
general. La incidencia promedio para la poblacion caucasica es de aproximadamente

1: 500, mientras que en Japdn es de 1:18 000 y es incluso menor en la India.®®

Los informes del registro de IDP de LASID muestran, hasta el mes de julio de 2018,
un total de 1 423 casos de deficiencia selectiva y 13 casos con deficiencia
secundaria de IgA.* En Cuba, los reportes divulgados en el Registro Cubano sobre
las IDP, evidencian un total de 337 casos, de estos 163 (49%) se caracterizan por
deficiencias predominantes de anticuerpos, dentro de los que la DIgA con 111 casos
(36,3%) fue la mas comun; el resto incluyen 38 inmunodeficiencia comun variable,
tres déficit de IgG, tres deficiencia de subclases de IgG, una deficiencia de IgM y
siete agammaglobulinemia ligada a X.°> En Cuba existe subregistro nacional y el
Grupo Cubano de IDP desarrolla investigaciones para identificar de forma precoz

estas enfermedades y profundizar en los criterios diagnosticos y los tratamientos.
1.2.2 Etiopatogenia

La patogenia exacta de la DIgA se desconoce, la enfermedad tiene una naturaleza
heterogénea y se sugiere que pueden involucrarse diferentes etiologias. La DIgA se
asocia fundamentalmente a un defecto intrinseco del linfocito B, anormalidades de la

célula T y el deterioro en las redes de citocinas.®

El defecto intrinseco de la célula B se caracteriza por una dificultad en el cambio de

isotipo o alteraciones en la maduracion de los linfocitos B productores de IgA, ya sea
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por errores estructurales a nivel genético o en el proceso de transcripcion, defectos

en los linfocitos TCD4+ o por la actividad excesiva de linfocitos T supresores.®4!

La produccién defectuosa de la IgA puede ser por disminucion de las células T
reguladoras (Treg), cuanto mayor sea esta disminucion mayor sera la severidad de la
sintomatologia que manifiestan los casos.*! Soheili H. y cols. reportaron alteraciones

en las poblaciones de linfocitos T en casos con DIgA.4?

Es posible detectar alteraciones en los estadios de desarrollo de las células B, como
es la disminucién de las células B de memoria posterior al cambio de isotipo
(CD27+IgD*) y de los plasmoblastos. Por otra parte, se determind que pacientes con
una deficiencia parcial de IgA tienen un namero normal de células B CD27+IgD*, lo
que sugiere que el déficit parcial puede ocurrir por mecanismos, causas y vias

diferentes al déficit absoluto de IgA.4344

Existen evidencias que muestran un defecto en la sintesis de las citocinas necesarias
para iniciar el cambio de isotipo de IgD a IgA e incluyen las interleucinas (IL) IL-4, IL-
6, IL-7, IL-10, factor de crecimiento transformante B (TGF-B) e interferén y (IEN-y) y

mas reciente se encontr6 deficiencia de la IL-21 en esta IDP.84°

En la génesis de la DIgA pueden estar afectadas, otras citocinas sintetizadas por las
células mielociticas que favorecen el cambio de isotipo a IgA, estas incluyen los
ligandos inductores de la proliferacion A (APRIL) y el factor activador de la célula B
(BAFF), que muestran afinidad para el activador transmembrana interactuador de la
calmodulina (TACI), codificado por el gen TNFRSF13B.24¢ La proteina

transmembrana TACI se involucra en la regulacion de la maduracion y sobrevida de
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los linfocitos. Evidencias experimentales muestran que la presencia de una mutacion
en los genes que codifican al TACI o la ausencia de los ligandos, ocasiona que no se
produzca el cambio de isotipo a IgA por los linfocitos B. Se documenta en la literatura
médica que algunos individuos con DIgA presentan mutaciones en la proteina

transmembrana TACI.#/

Otra hipdtesis que se sugiere en la patogénesis de la DIgA se relaciona con
mecanismos autoinmunes. Se plantea un error en la tolerancia inmune a través de
auto anticuerpos que bloquean el cambio de isotipo de las células B o que
selectivamente afectan la sobrevida de las células productoras de IgA.
Aproximadamente, en el 20% de individuos deficientes de IgA se presentan auto

anticuerpos.®®

Los factores genéticos relacionados con el sistema de antigenos leucocitarios
humanos aumentan la susceptibilidad. Se evidencié que el Haplotipo 8.1 se asocia
con esta enfermedad y puede encontrarse en el 45% de los pacientes con DIgA, en

comparacion con su expresion en el 16% de la poblacién en general.*®
1.2.3 Manifestaciones clinicas

La DIgA se presentan como un sindrome heterogéneo y clinicamente variable, que
se diagnostica de manera casual en un paciente asintomatico o en pacientes con
infecciones respiratorias recurrentes, enfermedades gastrointestinales, alérgicas,

autoinmunes y malignidad- 4°

Las infecciones recurrentes del tracto respiratorio son de una severidad ligera a

moderada, representan las enfermedades infecciosas mas frecuentes en estos
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casos, son generalmente de etiologia viral y pueden evolucionar a lesiones
pulmonares crénicas como bronquiectasia y neumonitis intersticial. Las infeccionas
bacterianas se producen por microorganismos como el Haemophilus influenzae y el
Estreptoccocus pneumoniae. La mayor incidencia entre otras infecciones parasitarias
es la giardiasis, que conduce a procesos diarreicos crénicos y malabsorcion

intestinal.®0°1

Las alergias son mas comunes entre los individuos con DIgA que en la poblacion
general, los tipos de alergias pueden variar entre estos pacientes, no obstante, existe
una relacién mas directa con el asma bronquial, se postula que el asma puede ser
mas grave y responder menos a la terapia si se asocia a esta IDP.%? Otras
enfermedades alérgicas pueden ser: dermatitis atOpica, rinitis alérgica, urticaria y

alergia a medicamentos y alimentos.553

Las enfermedades autoinmunes se presentan entre el 7 y 36% de los pacientes
deficientes de IgA, la presencia de auto anticuerpos se detecta en mas del 40%.3%5
Se reporta que la prevalencia de una DIgA en el lupus eritematoso sistémico (LES)
es de 1-4%, en la artritis reumatoide de 2-4% y en la enfermedad celiaca 2-6%.°! La
enfermedad autoinmune que aparece con mayor frecuencia asociada con la DIgA es
la purpura trombocitopénica idiopatica, otros reportes incluyen a la anemia

hemolitica, la artritis reumatoide juvenil y las tiroiditis autoinmunes.
1.2.4 Diagnéstico

El diagnostico de la DIgA se establece segun los criterios definidos en el registro de

Sociedad Europea de Inmunodeficiencias ESID’ que en el caso de la DIgA, la
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clasifican como, déficit completo y parcial. Segun los aspectos que se relacionan a

continuacion.

DIgA completa: niveles de IgA menores 0,07g/L, niveles normales o altos de IgG e
IgM, edad por encima de los 4 afios, descartadas otras causas de

inmunodeficiencias.

DIgA probable (parcial): niveles de IgA al menos 2 desviaciones estandar por debajo
de los valores normales para la edad, niveles normales o altos de IgG e IgM, edad

por encima de los 4 afios y descartadas otras causas de inmunodeficiencias.

Otros criterios de la ESID: tener al menos uno de los elementos siguientes:
incremento de la susceptibiidad a las infecciones, manifestaciones de
autoinmunidad, algan miembro de la familia con IDP, anticuerpos contra antigenos

especificos normales o disminuidos.

Los andlisis de laboratorio incluyen la cuantificacion de las clases de
inmunoglobulinas,®® la cuantificacion de las subclases de IgG y la respuesta
especifica de anticuerpos contra antigenos proteicos como el toxoide tetanico (TT) y
contra antigenos de polisacaridos como la vacuna polivalente contra el Neumococo,
refiriendo los niveles pre y post inmunizacion. Otras pruebas de laboratorio
determinan la presencia o ausencia de las células B mediante citometria de flujo.
Recientemente la caracterizacion de dos subtipos de células B (inmunofenotipaje
como ceélulas B de memoria o inmaduras), constituye un procedimiento cada vez mas

aceptado.'® Otros exdmenes de laboratorio para el diagnéstico de alergias o de
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enfermedades autoinmunes, pueden tomar interés segun la presencia de estas

comorbilidades.®1>
1.2.5 Complicaciones

Los pacientes con esta IDP pueden tener complicaciones tales como, reacciones
anafilacticas a los hemoderivados, producto a la presencia de anticuerpos contra la
IgA. Si estos anticuerpos son de la clase IgE ocurren reacciones anafilacticas que
pueden ser muy graves. Otra complicacion médica es la inflamacion cronica de la
mucosa nasal y de los senos paranasales, producto de las infecciones a repeticion
en estas localizaciones. La bronquiectasia que se produce como consecuencia de las
infecciones recurrentes del tracto respiratorio inferior, es una complicacién que
conlleva al deterioro de la funcion respiratoria y contribuye a una mayor morbilidad y
mortalidad. La diarrea cronica y el sindrome de malabsorciéon intestinal afectan el

crecimiento y desarrollo normal.*®
1.2.6 Tratamiento

El tratamiento de una IDP, a pesar de no tener cura, tiene dos objetivos: minimizar y
controlar las infecciones y reemplazar los componentes disfuncionales o ausentes
del sistema inmunitario, ya sea por transferencia adoptiva o trasplante
hematopoyético o mediante la reposicion de genes (terapia génica).'2415 La
aplicacion de estas técnicas de tratamiento para la DIgA son bastante limitadas.
Hasta la fecha no existe un tratamiento especifico para la DIgA, no es posible
reemplazar la IgA ausente o disminuida, se recomienda el uso de profilaxis

antibiotica, tratar las infecciones y las comorbilidades.
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La profilaxis antibidtica se aplica con el objetivo de prevenir los episodios infecciosos.
Este tratamiento esta indicado en casos con diagnoéstico confirmado, o en los
pacientes con complicaciones pulmonares como bronquiectasia. También, siempre
qgue un caso con DIgA se tenga que someter a un procedimiento quirdrgico, 0 a una
intervencion dentaria es importante implementarla. Los antimicrobianos mas

utilizados para este propdsito incluyen: amoxicilina, azitromicina y cotrimoxazol.41°

El tratamiento contra las infecciones debe ser oportuno y va a depender de la
localizacion, la etiologia y cuadro clinico de la enfermedad infecciosa presente. Se

utilizan antimicrobianos especificos segun la sensibilidad del germen causal.*

Otros tratamientos incluyen:

Educacion higiénico sanitaria al paciente

e Si existen comorbilidades con otras enfermedades, se deben cumplir los
protocolos de tratamiento segun la enfermedad.

e Se recomienda la vacunacion con la vacuna antigripal estacional y cumplir con
el esquema de vacunacion segun se establece para las IDP.5%’

e Se contraindican los hemoderivados que contengan IgA, ya que pueden

desencadenar reacciones anafilacticas.®

e Se aplica el Hebertrans® sobre la base de los efectos clinicos beneficiosos
publicados en esta enfermedad y a su accion inmunomoduladora, al transferir
inmunidad que se manifiesta mediante una reaccion de hipersensibilidad
cutanea tardia especifica, ademas de otros efectos relacionados con la

inmunidad mediada por células.3!
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1.3 Estrés oxidativo, sistema inmune e inmunodeficiencias

El desequilibrio por exceso en la produccion de especies reactivas del oxigeno
(ERO), aparejado o no a un debilitamiento de los sistemas antioxidantes, es lo que
se conoce como EO. Esta definicion fue actualizada mas recientemente por Sies y
Jones, como un desbalance entre oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes
que ocasiona pérdida de la sefializacion, el control redox y dafio molecular.>® En esta
nueva definicion se toma en consideracion aspectos sobre la funcion biolégica de los
oxidantes como moléculas sefalizadoras y reguladoras de la expresion de factores
de transcripcién y del metabolismo redox; y sus efectos sobre la activacion e
inactivacion de biomoléculas, la obtencion de energia metabdlica y la funcién

celular.%8

Varios procesos enddgenos generan RL, tales como la respiracion mitocondrial
anion radical superoéxido (027), la activacion de células polimorfonucleares neutrofilos
(acido hipocloroso, oxigeno singlele, radical hidroxilo y H2032), el metabolismo del
acido araquidénico (0O27), las acciones enzimaticas (O2™, 6xido nitrico, H202) y la

catalisis por liberacion de hierro y cobre (radical hidroxilo).59-6

Un exceso de RL puede ocasionar la formacién de compuestos como el peroxinitrito
(ONOQ) y el anién hipoclorito, de muy alta reactividad. Aunque el tiempo de vida
media de los RL es muy corto (<1 segundo), son capaces de dafar distintos
componentes celulares cercanos, produciendo reacciones de oxidacidon que
deterioran las biomoléculas estructurales y causan alteraciones funcionales a nivel

celular. ® En las membranas lipidicas, alteran la permeabilidad y producen edema y
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muerte celular. Una vez que se inicia, el proceso toma forma de “cascada” con
produccion de mas RL, lo que lleva a la formacion de peroxidos organicos y otros
compuestos como el malondialdehido (MDA), que son responsables de los efectos
citotoxicos. La peroxidacion lipidica, representa una forma de dafio histico que se

desencadena por la accién del O2™, H20: y el radical hidroxilo.5962

Cuando las proteinas son atacadas por los RL se produce oxidacion de varios
aminoacidos tales como, fenilalanina, tirosina, histidina y metionina, ocurren
entrecruzamientos de las cadenas peptidicas y formacién de grupos carbonilos; los
productos avanzados de la oxidacion de proteinas (PAOP) representan un marcador
gue evidencia el dafio a estas moléculas. El efecto del exceso de RL sobre los acidos
nucleicos conlleva a mutaciones, carcinogénesis, pérdida de expresion de proteinas
por dafio a genes especificos, modificaciones oxidativas de las bases, delecciones,

fragmentaciones y reordenamientos cromosémicos.60-62

Por otra parte, los antioxidantes son sustancias que, hallandose presente a bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable (biomoléculas), retarda o
previene la oxidacion de dicho sustrato. Las sustancias de caracter antioxidante,
generalmente, al colisionar con un RL le ceden un electrén oxidadndose a su vez y
transformandose en un RL relativamente estable, débil, no téxico. El primer
componente de los mecanismos de defensa antioxidante es la barrera fisioloégica que
limita el paso del oxigeno desde el aire inspirado hasta las células. Los llamados
antioxidantes primarios son los que convierten las ERO en moléculas menos
perjudiciales antes de que reaccionen con estructuras vitales, o evitan su produccion.

En este grupo se destacan: el superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa
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(GPx), glutatién reductasa, peroxidasas, catalasas (CAT), tioredoxina y proteinas que

fijan metales como la ferritina y la ceruloplasmina.®364

La relacion que existe entre el EO cronico y el estado de salud de los seres humanos
es un hecho aceptado en la actualidad por la comunidad cientifica y médica. Cuando
se altera la homeostasis redox celular, habitualmente las células y tejidos
evolucionan a una situacion de “"dafo oxidativo” que favorece la disfuncion y eventual

muerte celular.®®
1.3.1 Estrés oxidativo y sistema inmune

El desbalance redox sobre las células del sistema inmune produce un EO de tipo
inflamatorio, con efectos en el cuadro clinico y en la respuesta terapéutica de los

pacientes, con enfermedades inmunolédgicas que lo manifiesten.®?

Las células fagociticas tales como macréfagos y neutréfilos cuentan con un sistema
enzimatico complejo a nivel de la membrana plasmatica para la produccién de Oz,
en respuesta a la invasion por patdégenos y como mecanismo para el control de la
infeccion.® El efecto de la activacion de estas células determina una condicién de EO
en el microorganismo que muchas veces determina un efecto citotoxico.'® Otra
fuente importante de oxidantes, en procesos inflamatorios agudos, es la actividad de
la enzima mieloperoxidasa contenida en los granulos de los neutrofilos, su liberacion
a nivel extracelular conjuntamente con la formacion de Oz y H202 por la NADPH
oxidasa, conduce a la formacién de hipoclorito y acido hipocloroso, que poseen

potente accion citotoxica.
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El "dafio oxidativo™ inflamatorio, afecta a todas las células del organismo, pero
especialmente aquellas de los sistemas regulatorios (nervioso, endocrino e inmune).
En estos sistemas se disminuye la capacidad para preservar el estado redox, con
pérdidas funcionales incompatibles con el adecuado mantenimiento de la
homeostasis. Un papel principal se le atribuye al sistema inmune, producto a que la
desregulacion de sus respuestas, puede conducir a un aumento de produccion de
citocinas proinflamatorias y a la generaciéon continua de compuestos oxidativos e

inflamatorios, tales como O2™, H202, radical hidroxilo y éxido nitrico.%62
1.3.2 Estrés oxidativo en las inmunodeficiencias

Se reporta en la literatura cientifica desbalance redox y EO cronico en enfermedades
por IDP tales como, la inmunodeficiencia comun variable, el sindrome de Bloom, la
ataxia telangiectasia y la enfermedad granulomatosa cronica. En Cuba, Riveron G. y
cols., evidenciaron la presencia de condiciones oxidativas a nivel sistémico y
alteraciones en la homeostasis redox celular en pacientes con ataxia telangiectasia.®®
Otro estudio reporta la participacion del EO en la infeccibn por el virus de
inmunodeficiencia humana tanto por sobreproduccién de ERO, como por deficiencias

de antioxidantes.%¢

Un denominador comun en ciertas IDP es el EO cronico, causado por
sobreproduccion de ERO endogenas y alteraciones en la mitocondria. Maciejezyk M.
y cols., estipulan que el desbalance redox ejerce un efecto perjudicial sobre la
homeostasis celular y pudiera ser responsable de manifestaciones clinicas en las

IDP gue no se relacionan con el defecto genético que la caracteriza.®’
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1.4 Consideraciones tedricas de la ozonoterapia

Existe consenso en la literatura cientifica sobre el efecto estimulante de la OsT sobre
los sistemas enzimaticos antioxidantes enddégenos y su gran utilidad para atenuar el
desbalance redox que se produce en la compleja red de interacciones celulares de la

respuesta inmune ante las infecciones recurrentes, crénicas y la sepsis.%8"%

De acuerdo con los resultados de Viebahn R. y cols.?! con la OsT sistémica se logran

efectos beneficiosos antioxidantes e inmunomoduladores.
1.4.1 Antecedentes historicos

El Os es referido por vez primera en la literatura por el fisico aleman Martinus Van
Marum (1750-1837), quien descubrié que al pasar una chispa eléctrica a través del
aire aparecia una sustancia gaseosa con olor caracteristico. En 1840, Christian
Friedrich Schonbein (1799-1868) descubre al Oz y le dio el nombre que hoy posee,
qgue proviene de la palabra griega "ozein", que significa "olor". El primer equipo
generador de Os fue desarrollado en 1857 por el ingeniero e inventor Werner Von
Siemens, y en 1915 el Dr. Albert Wolff, o aplicé en el tratamiento tépico de las
heridas infectadas. °° Payr en 1935 y Aubourg en 1936, fueron los primeros en usar la
mezcla de oxigeno y Os por insuflacion rectal para tratar la colitis ulcerativa y las
fistulas. No obstante, no fue hasta 1950 que J. Hausler desarroll6 el primer generador
de Os para uso médico. En 1961, H. Wolf introduce las técnicas de auto hemoterapia
mayor y menor y en 1972, Hansler y Wolf fundaron la Sociedad Médica Alemana de

Ozonoterapia. Los nombres Wolf, Payr y Auburg siempre estaran unidos a las
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investigaciones pioneras, en especial en el campo del Os médico aplicado de forma

local. Esta etapa puede considerarse como el inicio de la OsT."?

Desde la década del 70 el Os fue utilizado por practicantes en Europa de forma
empirica, esto unido al costo para llevar a cabo estudios clinicos extensos,
impidieron el progreso real de esta terapia. Algo peor fue que el Os era inyectado por
la via endovenosa, sin calibracion médica, un procedimiento que se prohibié desde

1984 por el riesgo de embolia pulmonar y muerte. 68

Durante varias décadas, el nimero de investigaciones clinicas fue insuficiente y la
evidencia de eficacia clinica se fundamentd en estudios observacionales, esto
incrementd las controversias con relacion al uso de la OsT. Un pequefio niumero de
indicaciones para el uso del O3 medicinal se establecieron y se basaron en el reporte
de casos de hospitales y clinicas. No obstante, su mecanismo de accién
farmacoldgico se ha esclarecidos en el presente y constituye la base cientifica para

las aplicaciones terapéuticas de esta mezcla de gases.%69

En el 2008, Menéndez y cols., grupo de investigadores pertenecientes al Centro
Nacional de Investigaciones Cientificas publican un libro sobre OsT que reune las
experiencias tanto en el campo de la farmacologia, toxicologia preclinica como la
clinica™ y en el 2010 se cre6 el Comité Cientifico Internacional de Expertos en
Ozonoterapia (ISCO3), que puso a disposicion de los especialistas y estudiosos de
esta area, una base de datos de acceso libre (ZOTERO-ISCOs3), que reune en la

actualidad mas de 2000 articulos cientificos.2%.71
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Hoy dia, las organizaciones internacionales y sociedades cientificas de OsT,
reconocen una dificultad que se hace manifiesta en diferentes paises, las
transnacionales farmacéuticas se oponen a aceptar y reconocer los beneficios de la
OsT, ya que es una terapia de bajo costo, no es patentable y no genera riquezas.??
Por tales razones, se dificultan las subvenciones para desarrollar estudios
controlados, multicéntricos y aleatorios comparables, a los que si financian las

empresas farmacéuticas.®® "1
1.4.2. Acciones farmacologicas de la ozonoterapia

El Os medicinal no actia sobre receptores celulares especificos y su principal
mecanismo de accién es indirecto, mediante la produccién de un moderado y
controlado EO que estimulara los antioxidantes enddgenos. El resultado final
dependera de la concentracién, del tipo de mensajero del Os que se forme y de los
sistemas antioxidantes presentes, los cuales varian en las distintas células, tejidos y

localizaciones del organismo.”374

A dosis y concentracion adecuada, el Os inducira una respuesta de adaptacion en el
organismo con inmunomodulacion y potenciacion de los sistemas antioxidantes,
mediante mecanismos de accién bien descritos.”* El mecanismo de accién del Oz
medicinal constituye la base para establecer las indicaciones, dosis, frecuencia de
los tratamientos y la via a utilizar.'”-">’7 En junio de 2015 se publicé la 22 edicién de

la Declaracion de Madrid sobre la OsT, una guia clinica de consenso internacional.'®

El Os por la alta solubilidad que tiene se disuelve inmediatamente en el agua del

plasma, en los fluidos extracelulares y en la fina capa de agua que cubre la piel y las
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mucosas. Esto ocurre porgque, con su altisima afinidad por los dobles enlaces entre
carbono y carbono y al ser un oxidante potente, el Os reacciona inmediatamente con
biomoléculas de los fluidos biologicos, preferentemente con acidos grasos
poliinsaturados, antioxidantes hidrosolubles (acido ascoérbico y acido Urico), y

compuestos tiélicos con grupos sulfhidrilo (cisteina, glutation reducido, albimina).”®74

La reaccion de Os con tantas moléculas implica varios efectos que tienen lugar al
mismo tiempo. La mayor parte del O3 se consume en una reaccion de adicion a los
dobles enlaces carbono y carbono de los acidos grasos insaturados, conocida como
Reaccion de Criegee y que es de las reacciones quimicas moleculares mas rapidas
de la naturaleza (velocidades de millones de moles/L por segundo). El primer
producto de esta reaccion se denomina ozénido primario, que es muy inestable y se
descompone en presencia abundante de agua (como es el “ambiente™ fisiol6gico),
basicamente en aldehidos y un tipo particular de a-hidroxihidroperédxido de diferentes
estructuras, en dependencia de los &cidos grasos de partida. Este tipo de a-
hidroxihidroperéxido, situado en el carbono terminal de la cadena lipidica, y con un
grupo hidroxilo en el mismo, poseen un caracter oxidante mucho menor que los

peréxidos clasicos y no suele generar RL.5°

Parte de los ozonidos primarios pueden dar lugar, en menor grado, a una reaccion
paralela, con la formacion directa de aldehidos, uno de los mas importante es el 4-
hidroxinonenal y H202. Estas reacciones, por ser molécula a molécula, se terminan
rapidamente, con el agotamiento del O3 suministrado, por lo cual, el EO que produce
es bien controlable. Esta es una diferencia crucial con la reaccion comunmente

conocida en bioquimica como peroxidacion lipidica, que es una reaccion
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preferentemente por via radicalica, mas rapida aln y que una vez que se inicia,
puede propagarse muy rapida, extenderse y ser incontrolable y asi provocar la

oxidacion de moléculas lipidicas y de otros tipos.®°

Las reacciones con dosis determinadas de Os, terminan en segundos y generan una
cantidad determinada de a-hidroxihidroperoxidos, aldehidos y H202; que actdan
como segundos mensajeros y alcanzan distintos 6rganos y tejidos. Las acciones de
estos mensajeros sobre la médula 6sea, higado, sistema nervioso central o las
glandulas endocrinas, justifican los multiples y diversos efectos beneficiosos del Oz a

nivel sistémico.”3-75.78

Una pequeia parte de la dosis de Os también se consume, en la oxidacion de otras
sustancias antioxidantes presentes, como el acido ascérbico, acido Urico, grupo
sulfhidrilo del glutatién, proteinas y glicoproteinas que suelen reciclarse rapidamente
a su forma reducida. La cantidad de estas sustancias antioxidantes varia mucho de
un tejido a otro, lo que justifica que las concentraciones de Os que se pueden utilizar

sean muy diferentes, dependiendo del tejido con el que reacciona.” "

El efecto del O3 medicinal no tiene una relacion dosis respuesta lineal, sino que sigue
el principio de hormesis: debe alcanzar una dosis suficientemente alta para inducir
una respuesta terapéutica, pero no debe sobrepasar la capacidad antioxidante de las
células y ocasionar un efecto dafiino.”* Por eso es importante la dosis de O3 a
aplicar, y asi provocar un EO leve, controlado y transitorio capaz de generar una
respuesta adaptativa mediante la estimulacion de sistemas protectores del

organismo, como la activacion de cinasas, factores de transcripcion, incremento de la
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expresion de genes y la sintesis de enzimas antioxidantes endégenas.”® Como
consecuencia de la estimulacion de las defensas antioxidantes, existe necesidad de
incrementar la dosis gradualmente durante un ciclo, con el objetivo de mantener en
cada aplicacion la produccion de un proceso de balance redox y con ello disparar el

mecanismo hormético.’4 7579

El Os como el mayor germicida existente en la naturaleza y se utiliza como agente

antiséptico en distintas aplicaciones locales.%®

El Os produce oxidacion de fosfolipidos y lipoproteinas de las células de la envoltura
bacteriana. Existen evidencian acerca que el Os destruye la integridad de la
membrana citoplasmatica e infiltra los microrganismos para oxidar glucoproteinas y
glucolipidos y bloquea la funcidon enzimatica. La combinacion de estas reacciones
causa la inhibicion del crecimiento y la mortalidad de las bacterias y los hongos e

interferencia en el ciclo reproductivo viral.2°
1.4.3 Acciones sobre el sistemainmune

El efecto inmunomodulador del Oz medicinal, se evidencio por Bocci y cols. y Travagli
y cols.”#8L82 en experimentos in vitro donde después de diferentes periodos de
incubacion, la sangre ozonizada liber6 interferones alfa (INF-a), beta (INF-B) y
gamma (INF-y); factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a); e interleucina 2 (IL-2). Esto
se debe a que el Os fue capaz de inducir ciertos factores de transcripcion en los
linfocitos, como el factor nuclear de la célula T activada (NFAT) y el activador de
proteina-1 (AP-1) y modular la accién de interferones e interleucinas.’”® El factor

nuclear eritroide 2 relacionado Nrf2 inducido durante la OsT, es capaz de suprimir la
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activacion del factor nuclear kappa B (FN-kB) el cual tiene efecto proinflamatorio.’®
Se necesitan varios factores de transcripcion para la activacion de los linfocitos y la

sintesis de las citocinas.®

El NFAT induce la transcripcion de IL-2, IL-4, TNF-q, IFN-y y genes de la respuesta
inmune en el DNA, se expresan también sobre otras células y tejidos y puede por si
mismos, combinarse con elementos en el acido desoxirribonucleico, regulado por la

via de la AP-1. La AP-1 es un punto de convergencia de varias vias de transmision

de sefales en la célula inmune. El FN-kB induce la sintesis de muchas proteinas y es

mediador de la respuesta inmune e inflamatoria.%*°

Otro ensayo in vitro evidencio la activacion de las células fagociticas en muestras de
sangre tratadas con diferentes concentraciones de 038 En concordancia,
Volkhovskaya y cols.84 demostraron la modulacién de la fagocitosis en leucocitos
polimorfonucleares tratados con solucion salina ozonizada. ElI H202 que se genera
durante la fagocitosis, produce lisis de la pared bacteriana y activacién de cinasas y

factores de transcripcién que favorecen la sintesis de citocinas.8®

El H202 difunde facilmente en las células inmunitarias para actuar como un paso
regulador en la transduccion de sefales y facilitar la respuesta inmune.

Especificamente, se observan aumentos en el INF-y, la IL-2 y la |L-8.81.82.87

La liberacion de citocinas por el Os medicinal se produce en los micro entornos
especificos, sin modificacion en los niveles plasmaticos, lo cual tiene la ventaja de

permitir la activacion de células en reposo o inhibidas y como efecto se facilita la
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respuesta fagocitica y la funcidn de las células asesinas naturales (NK) y linfocitos T

citotoxicos que puedan estar inhibidos durante las enfermedades infecciosas.®®

Evidencias preclinicas del efecto del Os medicinal sobre el sistema inmune se
reportan por Rakovsky y cols.,®° los autores aseveran que el efecto depende del
organo expuesto, la dosis y el tiempo de exposicion. En un modelo experimental de
fibrosis pulmonar inducida con bleomicina, la administracion de Os medicinal por via
rectal, redujo el grado de fibrosis lo que se acompafioé de la modulacién de citocinas

(IL-1, IL-6, TGF-B).%

Los beneficios de la OsT en diversas enfermedades inmunologicas permiten
restablecer la homeostasis del sistema inmune. En las enfermedades autoinmunes,
al estar los tejidos infiltrados por macréfagos, neutréfilos y linfocitos TCD8+ hay
aumento de los RL y de las citocinas proinflamatorias con patrén de respuesta Th1.%!
La OsT no puede intervenir sobre las causas primarias de la enfermedad, pero es
capaz de revertir el efecto de los RL y modular el patron de citocinas Thl hacia
Th2.22 En estas enfermedades tiene un mecanismo de accién dual: analgésico y

antinflamatorio. También se reportan efectos beneficiosos en la esclerosis multiple.®2

El Os medicinal combinado con quimioterapia sobre las células inmunes en pacientes
con linfoma se report6 por Liy cols.,*® los autores demostraron aumento de la funcién
de estas células. Se le atribuyd al Oz un papel regulador en la respuesta bioldgica,

sin efectos adversos.
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Otros autores estudiaron el efecto inmunomodulador de la OsT sistémica en
infecciones cutaneas y evidenciaron eficacia clinica y modulacién de la sintesis de

citocinas en 148 pacientes con pioderma croénico.%

Aspectos aun poco conocidos de la OsT, como es la actividad divergente del O3z en
los diversos compartimientos biolégicos, se describié por Zanardi y cols.,® los
autores estipulan que el efecto no depende Unicamente de la concentracion final de
gas, sino también del sistema bioldgico particular donde actia, lo que es de gran
importancia al producir respuestas bioldgicas especificas en enfermedades

inmunologicas de diferente etiologia, localizacién y mecanismo fisiopatologico.

En el sindrome de inmunodeficiencia adquirida la OsT aplicada por la via rectal
evidencio beneficios al corregir las diarreas intratables, resultar segura y modular las
células del sistema inmune.® Por otra parte, Méndez y cols. 2’ reportaron que la O3T

corrigié el desbalance redox y aumenté el numero y la funcion de linfocitos TCD4+.

La Asociacion Espafiola de profesionales Médicos en Ozonoterapia (AEPROMO)
informa los efectos beneficiosos del Oz medicinal por la via rectal en pacientes
pediatricos con inmunodeficiencias secundarias, en los que disminuyo la recurrencia

de enfermedades infecciosas y se constaté aumento de las inmunoglobulinas.®®

Los beneficios del Os medicinal en el asma bronquial se reportaron por Hernandez y
cols.®” al mejorar la funcién pulmonar, modular los niveles de la IgE sérica, disminuir
la expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad y aumentar el

sistema antioxidante del glutation eritrocitario. Por otra parte, Menéndez y cols.®
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describen el uso de la OsT en Medicina y sus beneficios en diversas enfermedades

con alteraciones en el sistema inmune.
1.4.4 Acciones sobre el balance redox

La aplicacion Os medicinal por una via sistémica, a dosis controlada, es capaz de
estimular los sistemas antioxidantes endogenos a través de la activacion de
diferentes vias de transduccion de sefiales en el interior de las células.®89%° E| Nrf2,
contiene 25 residuos de cisteina en su estructura, se asocia a la proteina Keapl

(Kelch-likeerythoidcellderivedprotein) y se activa por el Os.%° Cuando se bloquean las

cisteinas por ciertas sustancias electrofilicas, ocasionan la liberacion del Nrf2 de la
proteina Keapl y se transporta al nucleo, donde forma complejo con la proteina Maf,
para unirse a elementos de respuesta antioxidante, que se localizan en las regiones
reguladoras de genes, que codifican las enzimas de defensa celular en el acido
desoxirribonucléico.®%%° La activacion del Nrf2 por la OsT induce la sintesis de las
proteinas fase Il y de enzimas antioxidantes, tales como CAT, SOD, GPx, glutation

reductasa y de otras proteinas y enzimas.®®

Se reporta en un estudio in vitro, que las células endoteliales cultivadas en suero
humano ozonizado, tuvieron una rapida activacion del Nrf2 y la subsecuente
induccion de hemooxigenasa-1 y NADPH quinona oxido reductasa-1 en el cultivo.®
Re y cols.’®! midieron la activacion de la via del Nrf2, después de aplicar dosis de
35ug/mL de Os medicinal, a células mononucleares de la sangre periférica de
voluntarios sanos, el resultado fue el aumento de la transcripcion de SOD, GPXx,

glutation transferasa, CAT, Hemooxigenasa-1 y NADPH quinona oxido reductasal.
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La evidencia indica que la eficacia terapéutica de la OsT se atribuye, a la respuesta
bioldgica positiva que produce en el organismo, capaz de restaurar el balance redox

y corregir el EO crénico.86.102.103
1.4.5 Evidencias cientificas sobre el uso de la ozonoterapia en medicina

Los efectos biologicos del Os medicinal se describieron por Bocci y cols. en la ultima

década del siglo XX, los autores observaron induccion de IEN-y y TGF- en la sangre

ozonizada 8y demostraron una hipétesis médica tentativa para la aplicaciéon en las
enfermedades virales e inmunodeficiencias.'® Al mismo tiempo, Peralta demostré la
activacion de antioxidantes enddgenos mediante la OsT rectal, en la proteccion
contra el dafio hepatico por isquemia reperfusion.’®* En esa etapa, el Centro de
Investigaciones del Ozono perteneciente al Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas de Cuba, rectoraba las investigaciones basicas y clinicas fundamentales
en este campo, donde fue relevante el resultado de Ledn y cols., al publicar el efecto
de preacondicionamiento oxidativo con Os, para revertir el dafio celular provocado por

RL_lOS

Los ensayos clinicos aleatorizados y controlados, que evidencian la efectividad
clinica de las intervenciones con Os, estan disponibles en la literatura médica al
aplicar estrategias de busquedas en diversas bases de datos. Una revision
sistematica se llevd a cabo por la Agencia de Evaluacion de las Tecnologias
Sanitarias en Andalucia y los resultados evidenciaron su efectividad,
fundamentalmente en las enfermedades de la columna vertebral, el asma bronquial,

los tumores, la tifia del pie, la isquemia arterial cronica de los miembros inferiores y la
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Ulcera del pie diabético.'% No se reportaron resultados sobre la efectividad de la OsT

en enfermedades por inmunodeficiencias.

En el afio 2010, los resultados de un metaanalisis que evalué el tratamiento con OsT
en las hernias discales de diferentes tipos en 8 000 pacientes, evidencio la eficacia y
seguridad de esta terapia.l®” En el afio 2013 una revision sistematica de la
Colaboracion Cochrane sobre la OsT en las lumbociatalgias crénicas, muestra la

superioridad a largo plazo de esta terapia.1®®

La aplicacion de la OsT a miles de enfermos con enfermedades de diversa etiologia,
en varios paises, y la evidencia de los beneficios en las enfermedades cronicas
demuestran la eficacia de este procedimiento,'’ lo que requiere de la realizaciéon de

ensayos clinicos regidos por los centros de control que autorizan su uso.
1.4.6 Fundamentacion de la ozonoterapia por via rectal en medicina

La insuflacion rectal del Os medicinal, es una de las formas mas antiguas de
aplicacion, Arbourg en 1936 fue el primero en aplicarlo por esta via.'%® Viebhan R.
estipul6 que la insuflacién rectal, es la forma de aplicacion de eleccién para el
paciente en edad pediatrica y los ancianos y representa una alternativa para la auto
hemoterapia mayor ya que logra efectos terapéuticos a nivel sistémico.?’ La O3T por
via rectal es un proceder seguro, estudios preclinicos evidencian que no es

genotoxico, ni ocasiona efectos mutagénicos.109-111

El destino del Os medicinal introducido en el intestino fue descrito por Bocci V.,
primero el Oz se disuelve rapidamente en el agua y reacciona inmediatamente con

varias biomoléculas, particularmente acidos grasos poliinsaturados, presentes en el
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glicoclix y en la densa cubierta de agua de la mucosa intestinal que contiene
mucoproteinas, esa reaccion produce os mensajeros del Os. Estos son adsorbidos,
pasan a través de la capa muscular y mucusae del intestino, entran a la circulacion
general y se transportan a través de la sangre a los 6rganos linfoides (médula 6sea,
bazo, nodulos linfaticos, timo, placas de Peyer) y a otros érganos (pulmén e higado),
interaccionan con células endoteliales y billones de células de varios érganos,
transmiten sefiales al interior de las células y activan mecanismos bioquimicos
intracelulares.”"® Bocci y cols., midieron los productos lipidicos en la circulacion

portal y periférica de conejos que recibieron Os rectal.?®

La microbiota intestinal tiene una funcién protectora e inmunolégica.'!? La literatura
describe que el Oz medicinal por via rectal, incrementa la adsorcion de polisacaridos
lo cual favorece la activacion de los linfocitos intraepiteliales y de los macréfagos en

el higado.?®

La evidencia cientifica sugiere que la mayoria de los modelos preclinicos para
estudiar la farmacologia del Os medicinal utilizaron la via rectal, ya que es una via
aplicable a diferentes condiciones experimentales.'®® En los modelos animales, se
comprobd su mecanismo protector en los tejidos, debido a la activacion de la
capacidad antioxidante celular y la adaptacion ante los procesos de
isquemia/reperfusion.!3-15 Se evidencié también que la via rectal es una forma de

aplicacion segura. 10111

En el preacondicionamiento oxidativo, se basa en el hecho de lograr, que un ciclo de

20 sesiones de OsT sea suficiente para mantener el efecto terapéutico por 3
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meses.'%® Los resultados de estudios clinicos donde se aplico la OsT rectal
evidencian efectos positivos, al activar los sistemas antioxidantes enddgenos y
modular el metabolismo. 2429102103 | 3 respuesta biol6gica positiva luego de recibir el
Os de forma sistémica, se basa entre otros efectos, en la estimulacion de los

sistemas antioxidantes enddgenos y la inmunomodulacién.59:68. 69
1.4.7 Efectos secundarios y contraindicaciones de la Ozonoterapia

Existe un gran margen de seguridad para el Oz medicinal.1%6-1% | os efectos adversos
severos se asociaron siempre a deficiencias en la técnica médica o mala praxis.%872
Como refiere la Federacion Mundial de Ozonoterapia, la incidencia de toxicidad de la
OsT fue de 0,0007%, una de las mas bajas en medicina.®® Un estudio realizado por
Pérez Aguiar en 2015 sobre los efectos negativos de la OsT en 6 414 pacientes
portadores de retinosis pigmentaria, mostr6 que solo en 28 casos (0,004%)

aparecieron reacciones leves y transitorias.?®

Las principales contraindicaciones para el empleo de OsT incluyen: deficiencia de la
enzima glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, embarazo, situaciones graves de:
hipertiroidismo, inestabilidad cardiaca, trombocitopenia o0 estados de hipo

coagulacion y alergia al 0zono.?:9
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CAPITULO 2. DISENO METODOLOGICO

2.1 Tipo de estudio

Se realiz6 un ensayo clinico controlado, aleatorizado (fase Il) y monocéntrico, con
dos grupos de estudio, que tuvo una duracion de 6 afios a partir del 18 de enero de
2010 hasta el 12 de septiembre de 2016, en el hospital general "Capitan Roberto
Rodriguez Fernandez" (promotor principal), ubicado en la provincia Ciego de Avila,
Cuba, con la participacion conjunta de otros centros promotores como el Instituto de
Hematologia e Inmunologia (IHI) y el Centro Nacional de Genética Médica (CNGM),
ambos ubicados en La Habana, Cuba. Este ensayo clinico se identifica con las siglas
OTIGAD-2, en el Registro Publico de Ensayos Clinicos de Cuba (codigo del registro:

RPCE 00000236).
2.2 Universo y muestra

Se seleccionaron para el estudio 60 pacientes = 5 afios, de ambos sexos, que
cumplieron con los criterios de inclusién y exclusién, que fueron atendidos en la

consulta de Inmunologia del centro promotor principal.
2.2.1 Criterios de Seleccion

a)- Criterios de inclusién
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Pacientes de cualquier sexo, con diagnéstico confirmado de DIgA completa o
parcial, selectiva o con respuesta deficiente de anticuerpos especificos,
aislada o asociada a enfermedades alérgicas o autoinmunes.

Pacientes (nifios a partir de los 4 afios y adultos) con diagndéstico de DIgA, que
dieron su consentimiento para participar en la investigacion, luego de haber
recibido informacién de las caracteristicas del estudio, y firmado el documento

(padres o tutores y adultos), segun corresponda (anexo 1).

b)- Criterios de exclusion

1.

4.

Haber recibido transfusiones de sangre tres meses previos o durante el
estudio.

Haber recibido tratamiento con farmaco inmunomodulador seis meses previos
al inicio del estudio.

Haber ingerido medicamentos que ocasionan deficiencia secundaria de la IgA
tres meses previos o durante el estudio.

Presencia de condiciones que contraindiquen el uso del Hebertrans® o la OsT.

c)- Criterios de salida

3.

4.

Aparicion de reaccion adversa severa.
No cumplir con el esquema de tratamiento asignado.
Aparicion de algun criterio de exclusion durante el estudio.

Abandono voluntario del tratamiento.

2.2.2 Determinacion del tamafio muestral
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El total de 60 pacientes quedo definido por el calculo del tamafio minimo de muestra,
para lo cual se utilizé la férmula de célculo de tamafios muestréales para variables

L
o . : . n=—m
cuantitativas a través de herramientas de Microsoft Excel 2013: 1+T'f'

Donde “N” resulté la poblacién de la zona norte y centro de la provincia Ciego de
Avila (195 225 habitantes), en la que se incluyeron los municipios de Florencia, Ciro
Redondo, Primero de Enero, Bolivia, Morén y Chambas; mientras que “no” se calculd

por la siguiente formula, para un nivel de significacion de 0,05.

(31—5) *9°  1,96%+0,00341  3,84+0,00341
E,’ - 0,0212 ~ 0,00044

= 29,76

Se calculo la varianza (“0?”) de los valores séricos de IgA, en 8 casos identificados en
la provincia de Ciego de Avila previos al inicio de la investigacion (0,00341) y se fijo
el error maximo de variacion de la media de los valores de IgA (“Eo”) que la
investigadora estuvo dispuesta a asumir en la investigacion (0,021), y se obtuvo al
analizar la media de los 8 casos antes mencionados (0,092), e indic6 un margen de
error aceptado entre 0,071 y 0,113. Estas cifras nunca rebasaron los valores
extremos observados en los casos conocidos y los reportados en estudios revisados

en la literatura. 4% 5951 Con estos datos se obtuvo el siguiente resultado:

_ mny, 29,76 — o7
“_1+n_&_1+ 290,76  °7*
N 195225

Sobre la base del resultado, se decidid redondear la muestra a 30 casos. Se realiz

una busqueda activa de pacientes diagnosticados con DIgA, hasta llegar a un
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consecutivo de 60. Se trabajo con la totalidad del universo, ya que ninguno de los 60
casos del consecutivo se excluyd, no hubo salidas y todos cumplieron con los
criterios de inclusibn. Los sujetos seleccionados fueron pacientes que se
diagnosticaron con DIgA, en la consulta de Inmunologia del hospital Roberto

Rodriguez Fernandez, seguln los criterios establecidos por la ESID.’

2.3 Procedimientos de evaluacion

Primera consulta: mediante el interrogatorio se obtuvo informacion sobre: edad y
sexo de los pacientes, criterios de exclusidén, sintomas clinicos de enfermedades
infecciosas y antecedentes de presentar enfermedades alérgicas y autoinmunes. Se
realizd6 el examen fisico exhaustivo, que permiti6 detectar signos clinicos de
enfermedades infecciosas y posibles complicaciones. Se orientaron pruebas de
laboratorio (hemograma con diferencial, quimica clinica y cuantificacion de

inmunoglobulinas).

Consultas de evaluacion (total tres): pacientes con IgA ausente o disminuida, se
enviaron al IHI para realizar cuantificacion de inmunoglobulinas (confirmatorio) y
poblaciones linfocitarias, y al CNGM para realizar anticuerpos especificos anti

toxoide tetanico (TT) y anti toxoide diftérico (TD) y estudios de EO.

En otras dos consultas, posteriores a la aplicacion de los tratamientos (al mes y seis
meses), se realizaron: evaluaciones clinicas, inmunoldgicas, de la funcion hepéatica y

ranal, y del balance redox.

2.4 operacionalizacion de las variables de control
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Variables Clasificacion | Escala Descripcioén Indicador
Cuantitativa 5-10 afios Segun los valores | NUmero y
continua o normales las porcentaje

> . .

Edad 211afios inmunoglobulinas

Sexo Cualitativa Femenino Segln sexo NUmero y
nominal Masculino biolégico porcentaje
dicotdmica

Virosis Segun el cuadro Numero
Otitis media aguda recurrente cIir?icom los orcenta'ye

Enfermedades | Cualitativa Bronconeumonias resulta dog de P !

infecciosas nominal Adenoamigdalitis crénica ruebas de
politdmica Giardiasis E\boratorio

Amebiasis intestinal
Infeccién parasitaria recurrente
aguda (IPRA)
Disbacteriosis
Piodermitis
o Segun los
Cuantitativa Deficiencia absoluta: Ausente valores de _

IgA i o e f ia de | Media y DE
continua Deficiencia parcial: Disminuida reterencia de la

edad
- Normal Segun los valores

1gG Cuantitativa de referencia de Media y DE

continua Aumentada la edad
- Normal Segun los valores

IgM Cuantitativa referencia de la Media y DE
continua Aumentada edad

Anticuerpos T

especificos Disminuido:

«Anti TT Cuantitativa Disminuido <0.1Ul/mL NGmero y
continua Normal Normal: porcentaje
«Anti DT orma ormat
> 0.1 Ul/mL
Asma bronquial , .
.y Segun las Numero y
Malnutricion por defecto manifestaciones orcentaje

Enfermedades | Cualitativa Anemia por déficit de hierro clinicas 103554 P !

asociadas nominal Dermatitis atépica
politomica Alergia a medicamentos

Enfermedades autoinmunes
Urticaria cronica
Intolerancia a la lactosa
Prurigo

Laringitis alérgica

Poblaciones Cuantitativa Cada pobla(.:lon: disminuido, normal, Segun los valores | Media y DE

s . aumentado: .

linfoides continua de referencia del

Linfocitos TCD45+CD3+CD4+

método para la
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Linfocitos TCD45+CD3+CD8+
Linfocitos BCD45+CD19+
NKCD45+CD3-CD56+CD16+

edad.

Leucos totales: disminuido, normal, Segun los valores | NUmero y
I aumentado. de referencia del porcentaje
Hemograma Cuantitativa método 117
con diferencial | continua Cada tipo celular (Neutrdfilos, ’
linfocitos, eosindfilos): disminuido,
normal, aumentado.
Segun los valores | Media,
Parametros Cuantitativa MDA: disminuido, normal, de,referenua del mediana y
. . método para la DE
prooxidantes continua aumentado, edad.
PAOP: disminuido, normal,
aumentado.
SOD: disminuido, normal, Segun los valores | Media,
. o aumentado. de referencia del | medianay
Parametros Cuantitativa .
o . e método para la DE
antioxidantes continua CAT: disminuido, normal, edad
aumentado.
FRAP: disminuido, normal,
aumentado.
GPx: disminuido, normal,
aumentado.
Segun los valores
Aspartato o de,referencia del
P Cuantitativa Normal método: Numero y
aminotransfera continua orcentaje
sa Aumentado normal <49 UL | P !
Segun los valores
de referencia del
Alanina Cuantitativa Normal método: normal < | Ntimero y
aminotransfera | continua Aumentado 46U/L porcentaje
sa
Segun los valores
de referencia del
Fosfatasa Disminuido método para la
alcalina Cuantitativa edad: Numeroy
. Normal . g
continua adultos: 100- porcentaje
290U/L
Nifios: 180-
1200U/L
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Segun los valores

Disminuido :
o de referencia del .
ini Cuantitativa Normal método: normal Numero y
Creatinina continua : porcentaje
Aumentado 47,63-113,4
umol/L
Disminuido Segun los valores
Urea Cuantitativa de referencia del NUmero y
. Normal p . ’
continua método: normal porcentaje
Aumentado 1,8-6,1mmol/L
Segun el tipo,
Evento Cualitativa Presente: descripcion del evento. {;?grlfseiggg’ NUmero y
adverso nominal L . porcentaje
politémica Ausente: sin reporte de EA alteraciones de la

funcioén hepatica o
renal.

2.5 Pruebas de laboratorio

Las inmunoglobulinas séricas se cuantificaron por el método de inmunodifusion radial

simple,'!® los valores de referencia por este método, se muestran a continuacion.

Edad

5a 10 afos

Inmunoglobulinas

11 afios y mayores

19G 5,93
IgA 0,75
IgM 0,29
IgG 7,81
IgA 1,24
IgM 0,30

Valor minimo (g/L)

Valor maximo (g/L)

16,57

4,72
1,20
15,30
5,82

1,35

Los anticuerpos anti TD y anti TT, se evaluaron mediante un enzimoinmunoensayo

de adsorcién (ELISA), de tipo heterogéneo, en placas de 96 pozos recubiertas con el

antigeno especifico (TT o TD); el conjugado fue una IgG anti humano marcada con

peroxidasa de rabano picante y como sustrato la ortofenilendiamina, para detener la

reaccion enzimatica se uso el acido sulfurico y la coloracién se midié a 492 nm de

densidad 6ptica en el lector de ELISA.119:120
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Para realizar el hemograma con diferencial la sangre venosa se obtuvo por
venopuncion, se mezcld con el acido etilendiaminotetracético, se homogeneizé y
procedié a la extension, para lo cual se usaron portaobjetos de vidrio e incoloros y
coloraciéon con Giemsa. Para realizar el conteo global de leucocitos, se utilizd el
método de conteo visual en camara de Neubauer en el microscopio 6ptico
HumaScopeClassictEP. La determinacion de hemoglobina se realizé por el método
colorimétrico de la cianometahemoglobina en el Fotocolorimetro ERMA con el filtro

verde amarillo.1??

Las poblaciones linfoides se realizaron por la técnica de citometria de flujo*31?? que
permitio separar, clasificar y cuantificar las células sanguineas. Se emplearon
anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos, especificos contra
determinada molécula proteica de la superficie celular designada como cluster of

differentiation (CD), de los linfocitos B, T y NK, lo que permitié contar cada célula que

emite luz fluorescente en determinado rango. Se utiliz6 la diluciébn 6ptima de
fluorescencia del reconocimiento de la reaccion antigeno y anticuerpo y se determiné
la cantidad de micro litros de sangre a utilizar para cada determinacién antigénica,

mediante la siguiente formula:

500 000 células
numero total de leucocitos

Cantidad en uL =

El volumen de la muestra de sangre se incubé durante 20 a 30 minutos, protegido de
la luz y a temperatura ambiente. Posteriormente, con el objetivo de lisar los
hematies, se le adiciond a la muestra 5 mL de solucion lisante de cloruro de amonio,

se agitd vigorosamente y se dej6 actuar durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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Se realizd lavado de las células con cloruro de sodio a 0,9% y se centrifugaron
durante 10 min a 1500 rpm, luego se fijaron con 300 pL de formaldehido al 1%, para
conservar su viabilidad, y se almacenaron a 4°C hasta su lectura en el Citbmetro

Gallios (Beckman Coulter, USA), ubicado en el Departamento de Inmunologia del

IHI. Se realiz6 calibracion del citometro con la muestra de sangre total (control
negativo) antes de adquirir las células (10* células), lo que garantizé una adecuada
distribucion de las células segun su tamafio y complejidad interna, lo cual depende
del grado y la magnitud con la que se dispersa la luz del laser, al interactuar con los
componentes celulares.

Los fluorocromos que se usaron fueron: isotiocianato de fluoresceina (EITC),
ficoeritrina (PE), aloficocianina (APC) y peridinin clorofil proteina (PerCP) vy
ficoeritrina cianina 5 (PC5). El panel de anticuerpos monoclonales que se utilizd para

identificar la poblacién linfoide especifica, se relaciona a continuacion:

Poblacion linfoide Anticuerpos monoclonales
CD45+CD3+CD4+ CD4FITC/CD8PE/CD3PC5/CD45APC
CD45+CD3+CD8+ CDAFITC/CD8PE/CD3PC5/CD45APC
CD45+CD19+ CD19PerCP/CD45APC
CD45+CD3-CD56+CD16+ CD16F/CD56PE/CD3APC/CD45PerCP

Se evalud el tamano celular a través del “Forward Side Scatter” cuando la luz

difractada incidié en el mismo eje de la luz incidente y la complejidad interna celular o
granulosidad, a través del “Side Scatter” cuando la luz que se difracto y reflejo, se
detectdo a 90° de la direccion del laser. Los datos obtenidos se analizaron con el

empleo del programa informatico Kaluza, version 1.2.
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Valores de referencia de las poblaciones linfocitarias!??

5-10 afios 11-16 afos adultos
Linfocitos T CD45+CD3+CD4+ 25-53 % 25-48 % 28-57 %
Linfocitos T CD45+CD3+CD8+ 19-34 % 9-35% 10-39 %
Linfocitos B CD45+CD3-CD19+ 10-31 % 8-24 % 6-19 %
Células NK CD45+CD3-CD56+CD16+ 4-23 % 6-27 % 7-31 %

Para analizar el metabolismo redox se evaluaron pardmetros prooxidantes y
antioxidantes para lo cual se extrajeron 5 ml de sangre y se depositdé en un tubo con
Acido Etilendiaminotetraacético. Se obtuvo el plasma y el lisado de los eritrocitos, las
muestras se almacenaron a -20°C hasta el momento de su procesamiento (no mas

de diez dias).!®

La concentracion plasméatica de MDA se determiné a partir del método descrito en el
ensayo BIOXYTECH® LPO-586™ (OXIS Research, Portland, USA). La técnica se
basé en la reaccién de dos moléculas del reactivo cromogénico, N-metil-2-fenil- indol,
con una molécula de MDA a 45°C, lo cual conduce a la formacion de un croméforo
estable con un maximo de absorbancia a 586 nm en el espectrofotdmetro VS-850.

Los resultados fueron expresados en pmol/L.%3

La determinacion en el plasma de los PAOP se realizO mediante la técnica
espectrofotométrica descrita por Witko Sarsat y cols. Este indicador muestra el grado
de oxidacion de las proteinas plasmaticas, en especial de la albimina, mediado por
la accion de oxidantes clorinados, como el acido hipocloroso, liberado por los
neutroéfilos activados. La técnica se basa en que los PAOP reaccionan de la misma

manera que la cloramina T (patron) con el yoduro de potasio en medio acido. Esta
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reaccion rinde un compuesto coloreado que absorbe a 340 nm en el

espectrofotometro VS-850. Los resultados fueron expresados en pmol/L.124

La actividad intraeritrocitaria de la enzima SOD1 se determind mediante la técnica
espectrofotométrica descrita por Marklund y cols. Es un método cinético indirecto,
que se basa en la capacidad de esta enzima para inhibir la reaccion de auto
oxidacion del pirogalol. Su oxidacion da lugar a la purpurogalina, compuesto amarillo
marrén, por el cual se estima la magnitud de la reaccién. Es un ensayo cinético que
transcurre durante un minuto en condiciones éptimas de pH y temperatura (pH=8,20;
T=25°C). La lectura se realiza a 420 nm unidades de densidad Optica, en el
espectrofotometro Spectronic Genesys 8UV-VIS. Para el céalculo de la actividad se
tiene en cuenta que una unidad de actividad enzimatica, es capaz de inhibir el 50%
de la autooxidacién del pirogalol. Las unidades se expresan en % de inhibicién /

minuto/ ml de enzima (U/mL).1%°

La determinacion de la actividad enzimatica de CAT se realiz6 mediante el método
cinético directo referido por Aebi H. y cols.1?6 La técnica, utiliza como sustrato el H202
y mide la descomposicion de este sustrato, por la accion de la enzima presente en la
muestra, reaccidon que se sigue por la variacion en la densidad optica, en un minuto a
una longitud de onda de 240 nm. La lectura se realizé en el Espectrofotdmetro
Ultravioleta/visible (PHARMA SPEC UV 1700). Las unidades de actividad enzimatica

se expresan en mmoles de H202 transformados /minuto/ml de enzima (U/mL).

La determinacion de la actividad enzimatica intraeritrocitaria de la GPx, se realiz6

mediante la técnica referida por Paglia DE y Valentine WN. La reaccion se inicia por
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la adicion del sustrato H202. La lectura se realizo en el Espectrofotometro PD-303S a
340 nm en el modo cinética del equipo. Las unidades de actividad enzimatica se

expresan en muU/mL.?’

La capacidad antioxidante total mide la contribucioén de los componentes del plasma

para reducir sustancias oxidadas. Se realiz6 mediante el ensayo Ferric Reducing

Ability of Plasma (FRAP), que utiliza al hierro como sistema de redox y determiné la

habilidad del plasma para reducir los iones férricos a ferrosos. La reduccion del ion
férrico a ferroso a un pH bajo, da lugar a la formacién del complejo Fell-
Tripiridiltriazina, cromégeno azul que se midid, después de cuatro minutos de
reaccion en el lector de placas PR-521 con el filtro de 530 nm. Los resultados fueron

expresados en equivalentes de mM de Fe'l/L.1%8

Valores de referencia normal del estudio de EO validados en el CNGM.

0-15 afos 16-30 afos 231 afios

MDA (umol/L) 0,70 +0,53-0,87 0,58 +0,42-0,74 0,76 +0,55-0,97
PAGP (umolL) 38,76 + 26,82-50,70 47,15 +29,59-64,70 37,40+ 20,93-53,86
SOD (U/mL) 169,59 +161,83-177,35 66,50 +158,15-174,84 163,23 +154,17-172,28
CAT(UImL) 72,88 +67,61-78,14 68,88 +58,43-79,32 73,83 +62,8-84,97
FRAP (MM Fe"/L) 0,16 +0,14- 0,18 0,23 £0,18-0,27 0,25 +0,21-0,29
GPx (mU/ml) 41 360,45 31 170,63 19 259.89

29 913,46-52 807,44 +16 906,56-45 434,70 +6 446.26-32 073.51

Para evaluar la funcion hepatica se analizaron las enzimas alanina aminotransferasa,

aspartato aminotransferasa y fosfatasa alcalina, mediante la cuantificacion
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espectrofotométrica del método cinético, que mide la reaccién enzimatica, en el

HITACHI Cobas ¢ 311.

Para evaluar la funcion renal se realizdé determinacion colorimétrica de la creatinina y
determinacion espectrofotométrica del método cinético ultravioleta para la urea, en el

HITACHI Cobas ¢ 311.1%/

2.6 Distribucioén de los pacientes por grupo de tratamiento y enmascaramiento

Los 60 pacientes incluidos en el ensayo clinico, fueron distribuidos de forma aleatoria
en dos grupos de tratamiento: un grupo estudio (GE) que recibio tratamiento con OsT
por via rectal, y el grupo control (GC) que fue tratado con Hebertrans® por via
subcutanea. Para la seleccion y distribucion aleatoria de los casos en cada grupo de
tratamiento, se implanté un muestreo aleatorio sistematico a partir del consecutivo de
60 casos, se calculd la constante K=2, con lo cual se dividié el universo de estudio
en dos grupos iguales, K se determiné a partir del calculo del cociente k = N/n, donde
“‘N” es el tamano del universo (total de pacientes del consecutivo, N= 60) y “n” es la
totalidad de pacientes que conformaron el GE (calculado por el tamafio minimo de
muestra, n= 30). Se selecciond el arranque aleatorio entre los nUmeros 1y 2 a través
de un generador de numeros aleatorio, donde el numero seleccionado determind la
eleccion de los sujetos para el GE y el resto conformo el GC. El nUmero seleccionado
por el generador de niumeros aleatorios resulté el 1, que condicion0 la seleccion de
los casos impares de la aleatorizacion sistematica para el GE. La asignacion de los

tratamientos se realizO después de verificar el cumplimiento de los criterios de
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seleccién del universo. No se viol6 el orden de los casos en la consulta, ni el de los

tratamientos asignados.

La evaluacion inmunoldgica se realizé al implantar un enmascaramiento a ciegas por
terceros, encargado de recoger los resultados de las evaluaciones de laboratorio, sin

conocer el grupo de tratamiento asignado al paciente.

2.7Intervencién terapéutica

GE: se le administré el O3z medicinal, constituido por la mezcla de oxigeno (95%) y Os
(5%), que se obtuvo a partir del generador OZOMED plus (CENIC, La Habana,
Cuba). Se aplicaron dos ciclos de tratamiento de OsT por insuflacion rectal, de 20
sesiones cada uno (40 dosis en total), con un intervalo de tres meses entre ciclos,
distribuidos en dosis diarias (de lunes a viernes) y escalonadas semanalmente de
acuerdo a la dosificacion calculada segin la edad.?®?! Se llevé un registro de la
administracion que se llené en el momento de la aplicacion. Los rangos de

dosificacion ajustados a la edad fueron:

Rango de edad Dosis Concentracion Volumen
(afios) (mQg) mg/L (mL)
5-10 1,2-3 25-30 50-100
11-15 2,2-4,2 30-35 75-120
16-50 2-8 20-40 100-200

Procedimientos para aplicar el Os medicinal: acostar y recostar al paciente sobre
el lado izquierdo, con la rodilla flexionada y los glateos hacia arriba. La enfermera
debe explicar el proceder y la importancia de respirar lentamente y a través de la
boca, para facilitar la relajacion del esfinter anal. Situar un pafio sobre los miembros

54



inferiores y el resto del cuerpo excepto en los gluteos, utilizar una sonda rectal
Nelaton, calibre 10 para los adultos y sonda de alimentacién parenteral Ne 8 para los
nifios e introducir la sonda de 7,5 a 10 cm en el adulto y de 2 a 3 cm del esfinter en el
nifio, previa lubricacion de la misma. El paciente debe reposar durante 15 minutos
después de la instilacion para lograr mejor absorciéon del Os medicinal.1%®

GC: se administro Hebertrans® (Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, La
Habana, Cuba) segun el siguiente esquema: 1 Unidad por m? de superficie corporal,
diluido en 1mL de agua para inyeccion, por via subcutanea y se administré en la
region del deltoides, con una frecuencia semanal en los nifios y 2 veces por semana
en los adultos, durante 16 semanas.'?® Se llevo el registro de la administracion.
Procedimientos para administrar el Hebertrans®: revisar la fecha de caducidad y
conservacion. El bulbo se disuelve en 1 mL de agua para inyeccion, evitando la
formacion de espuma y se aplica inmediatamente después de reconstituido. En caso
de cambio de coloracion, turbidez o formaciéon de precipitado se desecha. Para la

administracion subcutanea, se utiliz6 jeringuillas de 1 mL y aguja nimero 26.12°

2.8 Evaluacion de eficacia

Variable primaria de eficacia (evaluacion clinica)

Se consideré como variable principal a la evaluacién clinica, y se midié6 mediante la
caracterizacion de las enfermedades infecciosas!!® presentes en los casos al inicio,
durante, y hasta seis meses después de los tratamientos y la aparicion de otras
enfermedades. Se tuvo en cuenta el tipo y localizacion de la infeccion, si fue

recurrente, la etiologia, si hubo complicaciones e ingresos hospitalarios.
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Categorias de la evaluacion clinica: satisfactoria, aceptable, no satisfactoria y peor.

Satisfactoria: se caracterizd por no tener enfermedades infecciosas bacterianas
respiratorias, ni en la piel y no presentar enfermedades parasitarias. Puede

manifestar hasta dos infecciones virales.

Aceptable: presentar hasta dos infecciones respiratorias y cutaneas de etiologia

bacteriana, una enfermedad parasitaria y dos enfermedades infecciosas virales.

No satisfactoria: presentar mas de dos infecciones bacterianas respiratorias o

cutanea (recurrencia). Tener IPRA y mas de dos infecciones virales.

Peor: situacibn médica desfavorable, presenta complicaciones, enfermedades

infecciosas mayores recurrentes e ingresos hospitalarios.

Variable secundaria de eficacia

Se evalud la respuesta terapéutica como la variable secundaria de eficacia y se
defini6 como una variable compuesta, ya que para su medicién hubo que realizar
analisis univariados de otras variables independientes, tales como: los resultados de
la evaluacion clinica (a los seis meses), las inmunoglobulinas G y M (al mes y seis
meses), los parametros prooxidantes y antioxidantes (al mes), al compararlos con

valores iniciales por grupo de tratamiento y entre ambos grupos (GE y GC).

Categorias de la respuesta terapéutica: completa, parcial, enfermedad estable y

enfermedad progresiva.
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Completa: Evidencia de evaluacion clinica satisfactoria, incremento de IgM o la IgG,
pardmetros prooxidantes normales e incremento de al menos dos parametros

antioxidantes después del tratamiento.

Parcial: Evidencia de evaluacion clinica satisfactoria o aceptable, incremento de IgM
o la 1gG; al menos uno de los pardmetros prooxidantes normal e incremento de al

menos un parametro antioxidante después del tratamiento.

Enfermedad estable: Cuando se detectan uno o dos de las siguientes
condicionantes: Evaluacion clinica no satisfactoria, sin cambios en los niveles de IgM
o la IgG, de los pardmetros prooxidantes, ni en la activacibon de marcadores

antioxidantes, después del tratamiento.

Enfermedad progresiva: Cuando se detectan tres o cuatro de las siguientes
condicionantes: una evaluacion clinica peor, sin cambios en los niveles de IgM o la
IgG, de los parametros prooxidantes, ni en la activacibn de marcadores

antioxidantes, después del tratamiento.

La evaluacion final de la eficacia se basé en el andlisis integrado de la respuesta
terapéutica, ademas de considerar la razon de la tasa de respuesta terapéutica

observada para cada grupo de tratamiento.

2.9 Evaluacién de seguridad

Las variables relacionadas con la seguridad se analizaron de acuerdo a lo
establecido por el Centro Estatal para el Control de Medicamentos en la Regulacion

Ne 45-2007.1%° Se considerdé como EA cualquier acontecimiento médico desfavorable
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gue se presento en el sujeto bajo investigacion clinica, el cual no tuvo que tener una
relacion de causalidad con el tratamiento que se aplicd. Pudo ser cualquier signo
desfavorable involuntario, sintoma o enfermedad temporalmente asociado con el uso
de los tratamientos, pudiendo estar relacionado o no con los mismos. Se evaluaron
las pruebas de funcién hepatica y renal, al mes y 6 meses después de los

tratamientos.

2.10 Recoleccion y manejo de datos

Los datos se recogieron en el cuaderno de recogida de datos (anexo 2) por el
investigador a cargo del ensayo. El cumplimiento de buenas practicas clinicas®®! fue

monitoreado por parte de los monitores del ensayo.

2.11 Anédlisis estadisticos

Los resultados obtenidos se procesaron mediante el programa SPSS version 21.0,
se presentaron en tablas y figuras y se expresaron como valores absolutos y
porcentajes. Se utilizé la prueba de independencia y de homogeneidad (segun el
caso) con distribucién chi cuadrado de Pearson, para evaluar la relaciébn entre
variables nominales; la variante de correccién por continuidad de Yates para tablas
de 2x2 y el estadistico exacto de Fisher (si mas del 20 % de las frecuencias

esperadas eran inferiores a cinco o si la frecuencia esperada minima era inferir 1).

Para variables categéricas se utilizd la prueba U de Mann-Whitney, para evaluar
variables cuantitativas que no seguian distribucion normal u ordinales en dos

muestras independientes. Para muestras relacionadas, se utilizo la prueba de rangos
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con signos de Wilcoxon para variables cuantitativas que no seguian distribucion
normal u ordinales en dos muestras relacionadas. La prueba de Friedman se utilizd
para evaluar variables cuantitativas u ordinales en k muestras relacionadas y la
prueba no paramétrica Q de Cochran para respuestas binarias en k muestras
relacionadas. Se fij6 un nivel de significacion de 0,05 y por tanto una confiabilidad del
95%. Valores significativos se consideraron para p < 0.05. El célculo de riesgo se

realizé a través de la férmula de riesgo relativo que cuantifica su magnitud.

Grupo de tratamiento Respuesta Respuesta Total
presente ausente
Tratamiento con ozonoterapia a b a+b
Tratamiento con Hebertrans® o d c+d
Total atc b+d n

Tasa de respuesta en los expuestos 7T}

Tasa de respuesta en los no expuestos _S_

RR: riesgo relativo
2.13 Procedimientos éticos

El ensayo fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion en el hospital
general docente “Capitan Roberto Rodriguez Fernandez” (acuerdo Ne 2/2010). Se
cumplieron las directrices de Buenas Practicas Clinicas en Cuba®®'y los principios de

la Declaracion de Helsinki.132
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CAPITULO 3. CARACTERIZACION DEMOGRAFICA, CLINICA,
INMUNOLOGICA Y DEL ESTADO DEL BALANCE REDOX DE LOS
PACIENTES CON DIgA
En este capitulo se compararon al inicio los grupos de pacientes (GE y GC) de
acuerdo a variables demogréficas, clinicas, inmunoldgicas y del balance redox,

con el objetivo de demostrar la homogeneidad inicial de los grupos.

3.1. Caracteristicas demograficas segun edad y sexo

La edad minima de los pacientes seleccionados en ambos grupos fue de 5 afios,
mientras que la maxima fue de 47 y 49 afios para los GC y GE. En la tabla 1, se
muestra la distribucién de los pacientes segun la edad. Se incluyeron 21 pacientes
entre cinco y 10 afos en el GE (70%) y 14 en el GC (46,7%), y a partir de los 11
afios de edad, nueve (30%) en el GE y 16 (53,3%) en el GC, sin diferencias

significativas (p=0,116) entre ellos.

Tablal. Distribucion de los pacientes deficiente de IgA por grupo segun edad.

Grupo de tratamiento

Edad Estudio Control Total p
Ne % Ne % Ne %

5-10 afios 21 70 14 46,7 35 58,3 0,116

211 afos 9 30 16 53,3 25 41,7

Chi cuadrado de homogeneidad
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Se reportan cuadros transitorios de DIgA, en nifios menores de cuatro afios.'3 Por
otra parte, nifios que tenian niveles de IgA por debajo de 0,07g/L a los tres afos,
mantuvieron estas cifras hasta los siete afios de edad. No obstante, los niveles bajos
de IgA, podrian ser consecuencia de la inmunodeficiencia transitoria de la infancia,
gue ocurre en nifios menores de los cuatro afos, debido al retraso en el desarrollo
del sistema inmunologico después del nacimiento, hecho que pudiera interferir en el
diagnéstico de DIgA como enfermedad.® Por tal razén se consider6 la edad (a partir

de los cuatro afios) como criterio de seleccion de pacientes incluidos en el estudio.

En cuanto al sexo, como se muestra en la figura 1, hubo un ligero predominio de
varones, sin diferencias significativas entre los grupos (p=1,000). En un estudio
poblacional de 7 293 voluntarios australianos se evidencié una frecuencia de DIgA
mayor en el sexo masculino.’® Otros autores, muestran las caracteristicas de
poblaciones deficientes de IgA en diversos paises y evidencian que no hay

diferencias de prevalencia entre mujeres y hombres.13%

18
16
14
12

® Masculino

4 Femenino

”

NUMERO DE CASOS

o N B OO

GRUPO ESTUDIO GRUPO CONTROL
Grupo

Figura 1. Distribucién de los casos deficientes de IgA segln el sexo por grupo
de tratamiento.
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En cuanto a las caracteristicas demograficas, los grupos fueron homogéneos ya que

no se detectaron diferencias con relacion a la edad y el sexo.

3.2 Evaluacién clinica

Al comparar ambos grupos de pacientes segun la presencia de enfermedades de
etiologia infecciosa, se evidencié que se distribuyeron de forma homogénea, sin
diferencias significativas entre ellos (tabla 2). Se identificaron enfermedades
infecciosas respiratorias, tales como: virosis (41%), bronconeumonias (40%), otitis
media aguda (31,7%) y adenoamigdalitis cronica (23,3%). Por otra parte, las
infecciones en el sistema digestivo fueron de etiologia parasitaria, tales como

giardiasis (35%), IPRA (28,3%) y amebiasis (13,3%).

Tabla 2. Enfermedades infecciosas en los pacientes deficientes de IgA por
grupo de tratamiento.

Estudio Control

Enfermedades infecciosas Ne % Ne % p
virosis 16 53.3 9 30.0 0.116
Otitis media aguda recurrente 12 40.0 7 23.3 0.267
Bronconeumonias 12 40.0 12 40.0 1.000
Giardiasis 11 36.7 10 33.3 1.000
Enfermedad inflamatoria parasitaria 10 33.3 7 23.3 0.567
recurrente

Disbacteriosis 9 30.0 8 26.7 1.000
Adenoamigdalitis cronica 7 23.3 7 23.3 1.000
Piodermitis 6 20.0 8 26.7 0.760
Amebiasis 4 13.3 4 13.3 1.000

Chi cuadrado de Pearson de homogeneidad
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En la evaluacién inicial, la mayoria de los pacientes (57,95%) tenian infecciones
recurrentes respiratorias, ya que manifestaron en el dltimo afio, tres 0 mas
enfermedades infecciosas, en distintas localizaciones anatomicas, con una evolucion
mas prolongada de lo habitual y una respuesta deficiente a los antibi6ticos orales.
Algunos casos requirieron hospitalizacion y se presentaron complicaciones como el

derrame pleural en dos.136:137

En un estudio que compara a pacientes deficientes de IgA con controles sanos se
encontré, al igual que en el presente trabajo, una historia de enfermedades
infecciosas respiratorias recurrentes.>® Dominguez y cols. en 330 casos con DIgA'3®y

De Oliveira y cols. en 39 pacientes,*? también informan resultados similares.

El cuadro clinico que presentan los pacientes del presente estudio, se fundamenta en
el hecho, de que al estar baja o ausente la IgA sérica, disminuye o se pierde
totalmente, las funciones efectoras e inmunoreguladora de esta inmunoglobulina. Los
niveles bajos de IgA sérica ocasionan menor transporte de la IgA a las superficies
mucosas,'° lo que favorece la entrada de microorganismos a través de los epitelios y
la ocurrencia de enfermedades infecciosas y predispone el estado proinflamatorio en

el paciente, que conlleva a procesos inflamatorios locales y sistémicos. 38-40.138

En esta serie de pacientes con DIgA se detectaron levaduras (10 casos, 6,7%) y
disbiosis (17 casos, 28,3%), esto se origin0 como consecuencia del parasitismo
frecuente, la carencia de IgA y el uso de antimicrobianos,*® que ocasionaron la
pérdida de organismos microbianos beneficiosos y la expansion de patobiontes de la

microbiota normal.138
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La disbiosis en el contexto de la DIgA, juega un importante papel en la progresion de
la enfermedad.#! La microbiota incluye bacterias, virus y hongos como las levaduras
gque no son susceptible al tratamiento con antibidticos, por lo que un efecto
secundario del uso de antibidticos es el crecimiento de levaduras como la Candida
albicans, de ahi la importancia de controlar el sobre crecimiento de hongos para
mantener la salud intestinal.1#2143 En opinién de la autora, la presencia de levaduras
en las heces y la inversion de la microbiota, constituyen alteraciones patolégicas que
complican, aun mas, el estado inmunitario deficitario de las superficies mucosas, con

repercusion en el sistema inmune general.

La DIgA y las enfermedades autoinmunes pueden coexistir en el mismo individuo.!?
La tabla 3 muestra que cuatro casos (6,7%) tenian enfermedades autoinmunes: dos
con artritis reumatoide, uno con vitiligo y otro caso con trombocitopenia autoinmune.
La frecuencia y tipo de enfermedad autoinmune encontrada se corresponde con lo

encontrado por otros autores, 5455144

Son diversas las manifestaciones de autoinmunidad que pueden estar presentes en
los sujetos deficientes de IgA.t1%455 Abolhassani y cols., identificaron en un estudio
similar al presente, casi el 30% de pacientes con enfermedades autoinmunes, y las
mas frecuentes fueron: tiroiditis, vitiligo y anemias hemoliticas.*** Errante y cols.,
reportaron al LES como la enfermedad autoinmune principal que se diagnosticé en

una serie de casos con DIgA.>

El riesgo de coexistencia de la enfermedad autoinmune con la DIgA, se basa en

factores genéticos, tales como expresar ciertos haplotipos de antigenos de
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histocompatibilidad A1-B8-DR3,*® que esté comprometido el mecanismo de tolerancia
a los antigenos propios, especificamente por disminucion de los mecanismos que
median los linfocitos Treg Yy los linfocitos B de memoria y porque se afecte la accion
antinflamatoria de la IgA, especialmente la regulacion de la respuesta celular de

quimiotaxis, la fagocitosis mediada por la IgG y la inhibicién de Th17.144

La IgM alta en la DIgA y su asociacion con autoinmunidad se demostré en otras
IDP.%* Singh y cols.'' y Abolhassani y cols.*** lo confirmaron y se basaron en que la
mayoria de los anticuerpos naturales IgM se producen por las células B1, un
subgrupo de linfocitos que aparecieron antes en la ontogenia de los linfocitos B
tradicionales y producen anticuerpos IgM que se unen a los antigenos
independientes de la célula T. Esta IgM puede reaccionar de forma cruzada con
antigenos propios y causar autoinmunidad. También la IgM alta puede indicar

alteracion en el cambio de isotipo de la célula B.11.144

Los datos de la tabla 3 muestran varios tipos de enfermedades alérgicas en esta
serie de casos, el asma bronquial fue la mas frecuente, se diagnosticé en 23 casos y
ocasiond crisis agudas persistentes; la rinitis alérgica y la dermatitis atépica se
constataron en siete casos, cada una. Otras alergias fueron menos frecuentes.
Segun las enfermedades asociadas presentes en los pacientes, los grupos fueron

homogéneos (tabla 3).
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Tabla 3. Enfermedades asociadas a la deficiencia de IgA segun el grupo de
tratamiento.

Grupo de tratamiento

Enfermedades asociadas Estudio Control p
Ne % Ne %

Asma bronquial 13 43,3 10 33,3 0,595
Malnutricion por defecto 8 26,7 6 20,0 0,760
Anemia 7 23,3 1 3,3 0,052!
Dermatitis atépica 3 10,0 4 13,3 1,000*
Rinitis Alérgica 2 6,7 5 16,7 0,424%
Alergias a medicamentos 2 6,7 1 3,3 1,000
Enfermedades autoinmunes 2 6,7 2 6,7 1,000
Urticaria crénica 2 6,7 0 0,0 0,492
Intolerancia a la lactosa 1 3,3 3 10,0 0,612%
Prurigo 1 3,3 1 3,3 1,000
Laringitis alérgica 1 3,3 0 0,0 1,000

Chi cuadrado de Pearson de homogeneidad
P! Estadistico exacto de Fisher

La DIgA se asocia con una prevalencia alta de alergias,*3® en esta investigacion se
evidencio que en 46 casos (76,6% del total) coexisten enfermedades alérgicas. Sang
y cols. demostraron un incremento del riesgo de desarrollar asma bronquial en la
DIgA en ciertos individuos con mutaciones del gen TNFRSF 13B.%? Los trastornos
alérgicos pueden ser la manifestacion clinica inicial en la DIgA,1%14 y varios autores
sostienen que son diversas las alergias que pueden coexistir con esta |IDP,5%145-148
Esto se fundamenta en que al estar la IgA ausente o0 en concentraciones
insuficientes, se pierde parte de la capacidad de bloquear la entrada de alérgenos a

través de la mucosa.8?®

3.3 Evaluacién inmunoldgica

La determinacion de los niveles de IgA, IgG e IgM se realiza simultaneamente. Al

evaluarse juntas, brindan informacion importante sobre el funcionamiento de la
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inmunidad humoral adaptativa, en especial acerca de los mecanismos de respuesta

contra las infecciones y las enfermedades autoinmunes. °1°

En la tabla 4 se muestra el resultado de la evaluacion de las inmunoglobulinas
séricas al inicio del estudio. Los niveles de IgA se encontraron disminuidos en 19
casos en el GE (63,3%) y en 24 casos del GC (80,0%). Por otra parte, los valores de
IgA no fueron detectables en 11 casos del GE (36,7%) y en seis casos del GC (20%).
Lo que evidencio que la mayoria de los pacientes (43 casos, el 71,7%) manifestaron
deficiencia parcial de IgA; el resto correspondié a la deficiencia absoluta (17 casos,
28,3%), con distribucion homogénea entre los grupos (p=0,252). Este resultado

coincide con otros estudios.>%133

La IgG inicial fue normal en 29 casos en cada grupo (96,7%) sin diferencias
significativas (p=1,000). En cuanto a la IgM, en el GE los valores al inicio estaban
normales en 29 casos (96,6%) y en el GC en 28 (93,3%), no se evidenciaron

diferencias significativas (p=1,000) y se corrobor6 la homogeneidad entre los grupos.

Tabla 4. Niveles de inmunoglobulinas séricas segun el grupo de tratamiento.

Grupo de tratamiento

Inmunoglobulinas séricas Estudio Control p
Ne % Ne %

Ausente 11 36,7 6 20,0

'9A " Disminuida 19 63,3 24 80,0 0.252

9G Normal 29 96,7 29 96,7 1.000"
Aumentada 1 3,3 1 3,3 '

IgM Normal 29 96,7 28 93,3 1 000"
Aumentada 1 3,3 2 6,7 '

Chi-cuadrado de Pearson (Correccién por continuidad)

1 .. .
P Estadistico exacto de Fisher
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En el valor total de la 1gG influyen las diferentes subclases y este valor representa la
respuesta inmune secundaria a varios antigenos.® Por otra parte, la IgM tiene una
accion protectora importante contra bacterias encapsuladas y funciones efectoras
bien definidas.®'® Esta inmunoglobulina puede aumentar en la DIgA por un
mecanismo compensatorio, que condiciona que existan pacientes con deficiencia de
IgA asintomaticos o manifiesten sintomatologia leve, lo que depende de la

variabilidad individual. 5051133

El analisis de anticuerpos especificos contra antigenos proteicos, se muestran en la
tabla 5. El 96,7% de los pacientes tuvieron niveles protectores de anticuerpos anti TT
y un caso (3,3%) los tenia bajos, sin diferencias significativas entre los grupos
(p=1,000); los anticuerpos anti TD estaban normales en el 100%.

Con este resultado se puede plantear que 59 casos (96,7%) tienen DIgA selectiva y
un caso (3,3%) tiene DIgA asociada a deficiencia funcional de anticuerpos
especificos contra antigenos proteicos.

Tabla 5. Niveles de anticuerpos especificos segun el grupo de tratamiento.

Grupo de tratamiento

Anticuerpos especificos Estudio Control P
Ne % Ne %
. Disminuido 1 3,3 0 0,0
ANETT  \ormal 29 96,7 30 1000 000
. Disminuido 0 0,0 0 0,0
ANETD - \ormal 30 100,0 30 100,0

Chi-cuadrado de Pearson (Estadistico exacto de Fisher)

Otros autores reportan resultados similares, donde la respuesta funcional de
anticuerpos fue normal en la mayoria o en todos los casos.'* 50133 Se considera que

estos tipos de anticuerpos en un suero basal o prevacunal, permiten valorar la
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persistencia de niveles protectores y son de gran valor para estudiar la
inmunocompetencia humoral, al estar comprometido el componente humoral de la

respuesta inmune.*

Al comparar los resultados de las poblaciones linfoides al inicio se evidencié que los
linfocitos T CD45+CD3+CD4+ estaban disminuidos en siete casos (11,7%) y los
linfocitos T CD45+CD3+CD8+ aumentados en seis (10%). Por otra parte, las células
B CD45+CD3-CD19+ estaban disminuidas en 16 casos (26,7) y las NK CD45+CD3-
CD56+CD16+ disminuidas en tres (5%). No se observaron diferencias significativas
entre los grupos (tabla 6). De acuerdo a los resultados de las poblaciones linfoides,

los grupos fueron homogéneos.

Tabla 6. Valores de poblaciones linfoides al inicio segun el grupo de

tratamiento.

Grupo de tratamiento

Poblaciones linfoides Estudio Control p
Ne % Ne %

Linfocitos T Disminuido 5 16,7 2 6,7 04211

CD45+CD3+CD4+ Normal 25 83,3 28 93,3 ’

Linfocitos T Disminuido 0 0,0 1 3,3

CDA5+CD3+CD8+ Normal 27 90,0 26 86,7 0,7202
Aumentado 3 10,0 3 10,0

Linfocitos B CD45+CD3- Disminuido 11 36,7 5 16,7

CD19+ Normal 19 63,3 25 83,3 10,1441

Linfocitos NK CD45+CD3-  Disminuido 2 6,7 1 3,3 10001

CD56+CD16+ Normal 28 93,3 29 96,7 ’

1 Chi-cuadrado de Pearson (Estadistico exacto de Fisher)
2U de Mann-Whitney
La disminucion de linfocitos T CD45+CD3+CD4+ en algunos pacientes del estudio

(tabla 6), es consistente con lo que reportan Bezrodnik y cols., 133 al identificar 15

casos con disminucion de los linfocitos T CD4+, en una muestra de 38 pacientes y
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pudo ocurrir a expensa de los linfocitos Treg, 10 cual concuerda con lo que informa
Soheili y cols. en 26 pacientes con DIgA.*> Las células Treg tienen funciones
especificas en la sintesis de la IgA° y su deficiencia es uno de los mecanismos
involucrados en la etiopatogenia de la DIgA.*%4? El aumento en los linfocitos T
CD45+CD3+CD8+ en seis pacientes, coincide con los reportes de Martinez y cols.14°
y de Litzman y cols.*! No obstante, existen informes sobre este tipo de deficiencia
con descensos de los linfocitos T CD45+CD3+CD8+.41133 De la variacion en la
respuesta individual puede depender el resultado de la poblacion de linfocitos T
CD45+CD3+CD8+ como se informa por algunos autores.*1:133149 | g disminucién en
el namero de linfocitos T CD45+CD3+CD4+ y el aumento de linfocitos T
CD45+CD3+CD8+ se reporta por Nechvatalova y cols.** y Soheili y cols.*? en
pacientes con DIgA. El la figura 2 (anexo 3) se muestra el patron inmunofenotipico de
un paciente del estudio con DIgA absoluto, que tiene disminucién de linfocitos B

CD45+CD3-CD19+ y linfocitos T CD45+CD3+CDA4+.

La disminucion de las células NK encontrada en los pacientes del presente estudio,
coincide con los hallazgos de Bezrodnik y cols.*33 En la figura 3 (anexo 4) se muestra
la secuencia de andlisis de las células NK de uno de los pacientes con disminucion
de estas células. La determinacion de poblaciones linfoides ofrecié una informacién

mas completa de la patogénesis inmunitaria que manifestaron los casos con DIgA.

En la tabla 7 se muestran los resultados del andlisis de los linfocitos B en los
pacientes segun la forma clinica de presentarse esta IDP (con déficit parcial o
absoluto de IgA), ya que existieron diferencias significativas (p=0,010) cuando la

DIgA fue completa o parcial, en cuanto a los niveles de los linfocitos B.
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Tabla 7. Niveles de linfocitos B CD45+CD3-CD19+ en la Deficiencia de IgA

parcial y absoluta.

Linfocitos B CD45+CD3- Deficiencia de 1gA

DIgA completa DIgA parcial p
CD19+ Ne % Ne %
Disminuido 9 52,9 7 16,3
Normal 8 47,1 36 83,7 0,010
Total 17 100,0 43 100,0

Chi-cuadrado de Pearson (Correccién por continuidad de Yates)

En la DIgA puede presentarse la disminucion de las células B de memoria
(CD19+CD27+IgD+) y se informa que el nUmero de células B de memoria es normal
en la deficiencia parcial.*314° Aghamohammadi y cols.'* evaluaron la disminucién de
estas células en pacientes con DIgA y establecieron una clasificaciéon en subgrupos
segun el resultado. La disminucion de los niveles de linfocitos B CD45+CD19+ en los
casos del estudio, pudo ocurrir a expensas de las células B de memoria, 4% |o que
constituye un factor predisponente para progresar a otro tipo de IDP, como la
inmunodeficiencia comun variable,** por lo que resulta importante medir la poblacién

de linfocitos B de memoria en lo pacientes deficientes de IgA.

Al comparar ambos grupos segun los resultados del hemograma con diferencial
(tabla 8) se pudo constatar que la mayoria de los pacientes tenian cifras normales de
neutroéfilos y linfocitos. Sin embargo, los eosindfilos estaban altos en 17 pacientes del
GE (56,7%) y en 20 del GC (66,7%) para una p=0,595. No hubo diferencias
significativas en los parametros evaluados, lo que evidencia la homogeneidad entre

los grupos de tratamiento
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Tabla 8. Valores del hemograma con diferencial segun el grupo de tratamiento.

Grupo de tratamiento

Hemograma con diferencial p
Estudio Control
Ne % Ne %

, Disminuido 7 23,3 1 3,3 1
Hemoglobina Normal 23 767 29 97 08
Normal 24 80,0 25 83,3 1
Leucos totales Aumentado 6 200 5 16.7 1,000
e Normal 27 90,0 28 93,3 1
Neutrofilos Aumentado 3 100 2 67 5000
) . Normal 27 90,0 27 90,0 :
Linfocitos Aumentado 3 100 3 100 1000
Eosingfilos Normal 13 43,3 10 33,3 05952

Aumentado 17 56,7 20 66,7
Chi-cuadrado de Pearson: P! Estadistico exacto de Fisher. P2 Correccién por continuidad

Los leucocitos constituyen una poblacidon celular heterogénea, su evaluacién es
importante ya que son las células responsables de la defensa frente a las agresiones
externas mediante mecanismos de fagocitosis (neutréfilos y monocitos) o mediante la
respuesta inmune celular adaptativa (linfocitos).® Los neutréfilos altos identificados en
algunos pacientes (tres en el GE y dos en el GC), es un hallazgo frecuente en las
inmunodeficiencias que cursan con infecciones por gérmenes piégenos y en la
respuesta inflamatoria.5>151:152 | os linfocitos altos (tres pacientes en cada grupo), se
asocian a enfermedades infecciosas virales recurrentes, como informa la literatura
cientifica.>'21% Los valores altos de eosindfilos se relacionaron con enfermedades
alérgicas y gastroenteritis parasitaria recurrente presente en los pacientes deficientes
de IgA, que conduce a la activacion de la respuesta inmune adaptativa Th2, y se

favorece la adhesion y quimio atraccion selectiva del eosinofilo y el reclutamiento e
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infiltracion de estas células, bajo la influencia de citocinas que se sintetizan

localmente.1%3
3.4 Evaluacion del estado del balance redox

Al comparar ambos grupos en relacion con los parametros prooxidantes, se observo
gue no hubo diferencias significativas entre los grupos para el MDA ni para el PAOP
(Tabla 9), antes de iniciar el tratamiento asignado. De acuerdo con los resultados de

los prooxidantes medidos, los grupos se comportaron de forma homogénea.

Al comparar los grupos con los valores de referencia normales (capitulo 2, pagina 52),
se evidencié que el MDA estaba alto en el GE en 21 casos (70%) y en el GC en 25
(83,3%) y los PAOP estaban altos en el GE en 17 casos (56,7%) y en el GC en 15

casos (50%).

Tabla 9. Niveles de parametros prooxidantes segun el grupo de tratamiento.

Grupo de tratamiento

Parametros prooxidantes Estudio Control p
Media +DE Media +DE
MDA (umol/L) 1,1+0,6 1,3+0,6 0,113
< 15 afios PAOP (umol/L) 49,3+10,5 52,1+5,6 0,252
MDA (umol/L) 1,0+0,0 1,240,5 0,770
16 a 30 afios PAOP (umol/L) 55,0+5,8 44,2+17,8 0,380
MDA (pmol/L) 2,3 2,3 -
=31 afos PAOP (umol/L) 58,9 55,9 -

U de Mann-Whitney
Leyenda. MDA: malondialdehido. PAOP: productos avanzados de oxidacion a proteinas

Los niveles altos de MDA y PAOP en la mayoria de los pacientes de ambos grupos de
tratamiento ponen de manifiesto que existe un desbalance redox con predominio del
estado prooxidante. Esta evidencia es consistente con resultados de otros autores en
enfermedades inmunoldgicas de diversa etiologia, tales como: IDP, SIDA y LES.66.154
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El desbalance redox en los pacientes deficientes de IgA del estudio conlleva a un EO de
tipo inflamatorio, que se produce como consecuencia de la activacion intensa y
frecuente de la enzima NADPH oxidasa por exposicion continua a los RL, esto trae
consigo produccion deliberada y acumulacion del Oz, con efectos perjudiciales tales
como: peroxidacion lipidica, reaccion con otros RL como el oxido nitrico y la formacién
de otros radicales mas dafiinos (ONOQO?). La peroxidacion lipidica por RL produce
oxidacion inespecifica de acidos grasos poliinsaturados, ruptura de la estructura lipidica
y como consecuencia, la pérdida de la integridad de la membrana. EI MDA es un
marcador de este proceso, de relevancia clinica ya que constituye un aldehido toxico
que propaga la cadena de peroxidacion.®® La elevaciéon de los PAOP en los pacientes
es producto del efecto de los RL sobre las proteinas.®® Por otra parte, el neutréfilo
emplea la mieloperoxidasa para aclarar el H202 durante la respuesta inmune, y como
producto de la reaccion genera acido hipocloroso, pero en situaciones de
hipercatabolismo como las enfermedades infecciosas recurrentes y cronicas, el 40% del
H202 se convierte en hipoclorito y el 60 % en hidroxilo. EI aumento no controlado de
H202 en presencia de metales como el hierro también genera anion hidroxilo. Estos
radicales actldan sobre las moléculas bioldgicas como lipidos, proteinas y &cidos
nucleicos, siendo el MDA un producto de la oxidacion de los lipidos y los PAOP un

producto de la ‘oxidacién de las proteinas.?:61.63

Al comparar ambos grupos en relacion con los parametros antioxidantes (SOD, CAT,
FRAP, GPx), se observlo que no hubo diferencias significativas entre los ellos (tabla
10). De acuerdo con estos resultados los grupos se comportaron de forma

homogénea.
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Tabla 10. Niveles de parametros antioxidantes segln el grupo de tratamiento.

Grupo de tratamiento

Parametros antioxidantes Estudio Control p
Media +DE Media +DE
SOD (U/mL) 151,8+20,1 156,5+20,6 0,168
<15 af CAT (U/mL) 64,9+6,6 67,7+7,7 0,063
<15 afios "
FRAP (mM Fe"/L) 0,2+0,2 0,3+0,2 0,070
GPx (mU/ml) 31 749,8+4938,3 32 228,3 £7757,9 0,533
SOD (U/mL) 162,3+4,9 156,8 +9,3 0,380
16 a 30 CAT (U/mL) 69,6+1,0 66,2+4,7 0,078
afos FRAP (mM Fe"/L) 0,3+0,1 0,3+0,1 0,769
GPx(mU/ml) 21 263,3 £19537,1 27 877,5+12461,3 0,770
SOD (U/mL) 170,0 159,6 -
>31 afios CAT (U/mL) 72,0 70,1 -
B FRAP (mM Fe"/L) 0,4 0,2 -
GPx (mU/ml) 6445,2 25967,1 -

U de Mann-Whitney
SOD: superéxido dismutasa, CAT: catalasa, FRAP: capacidad del plasma de reducir el hierro, GPx:
glutatién peroxidasa

Los sistemas de defensa antioxidantes enzimaticos, constituyen la primera linea de
defensa celular frente al dafio oxidativo, ya que actian sobre las ERO degradandolas
a moléculas mas sencillas. La SOD dismuta el Oz~ y las CAT y GPx, eliminan el H202
y los peroxidos orgéanicos, por lo que deben estar en equilibrio para mantener el

balance redox intracelular.4

Las células del sistema inmune estan fuertemente influenciadas por el balance redox,
ya que para llevar a cabo sus funciones se producen cambios en el metabolismo redox.
Las células que tienen funcion citotéxica y fagocitica son sensibles a cambios en este
balance, ya que por su actividad microbicida generan RL y sufren deterioro con el
EQ.5°-63 E| desbalance redox identificado en los pacientes del presente estudio, pudiera

deberse a enfermedades infecciosas bacterianas recurrentes y cronicas diagnosticadas

76



en los pacientes deficientes de IgA sintomaticos, predominio del estado proinflamatorio,

y las enfermedades alérgicas y autoinmunes que coexisten con esta IDP.

Los mecanismos que se implican en el EO inflamatorio son el reclutamiento de células
inflamatorias, interferencia con las defensas antioxidantes, aumento del calcio
intracelular y una mayor activacion de la enzima NADPH oxidasa que genera Oz", el
cual en presencia de iones hierro pasa a ser hidroxilo y este radical es de alta toxicidad.
El EO inflamatorio se asocia a disfuncion inmunitaria, que repercute en el cuadro clinico
y la respuesta terapéutica en los pacientes con enfermedades inmunoldgicas que lo

manifiesten, por lo que es importante poder corregirlo. 567,155,156
3.5 Conclusiones del capitulo

1. Los grupos fueron homogéneos segun las caracteristicas demograficas,

clinicas, inmunoldgicas y el estado del balance redox.

2. La deficiencia de IgA parcial predominé sobre la absoluta, la presentacion
clinica fue heterogénea y en un solo caso se detectd deficiencia de

respuesta funcional, en el resto de los pacientes el déficit fue selectivo.

3. Los marcadores de poblaciones linfoides ofrecieron una informacion mas
completa de las caracteristicas inmunitarias de la DIgA, lo que se
corresponde con lo referido por otros autores.

4. Existe predominio del estado prooxidante en los pacientes con DIgA,

situacion que conlleva al EO cronico.
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CAPITULO 4

EVALUACION DE EFICACIA Y SEGURIDAD DE LA OZONOTERAPIA



CAPITULO 4. EVALUACION DE EFICACIA Y SEGURIDAD DE LA

OZONOTERAPIA

El objetivo del capitulo es mostrar los resultados de eficacia de la OsT segun las
variables principales y secundarias tomadas en cuenta, asi como la seguridad del

tratamiento.
4.1 Andlisis de eficacia
4.1.1 Evaluacion clinica

La evaluacion clinica inicial (tablall) fue insatisfactoria en 26 casos del GE (86,7%) y
en 27 casos (90%) del GC, sin diferencias significativas entre los grupos (p=1,000).
Esta variable evidencié el cuadro clinico que al inicio manifestaron los pacientes
deficientes de IgA, ya que al estar ausente o deficiente la IgA, se compromete su
funcién protectora, anti inflamatoria e inmunoreguladora.’®” Fernandez y cols.,
aseveraron que es importante mantener el control médico estable, en ambas formas
de presentarse la DIgA (déficit absoluto y parcial), ya que pueden presentarse

complicaciones o evolucionar a otros tipos de IDP en periodos variables de afios.158
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Al comparar ambos grupos a los 6 meses después de recibir los tratamientos, se
observd que la evaluacion clinica en el GE fue satisfactoria en 23 casos (76,7%) y
aceptable en siete (23,3%), lo que resultd ser significativo (p=0,001). En el GC la
evaluacion clinica fue satisfactoria en 10 (33,3%), aceptable en 19 (63,6%) e
insatisfactoria en uno (3,3%). Al comparar en cada grupo, la evaluacion clinica al inicio
con la evaluacion a los seis meses después de aplicar los tratamientos, el resultado
en ambos grupos fue positivo y significativo (p=0,000). Este resultado concuerda con
los efectos clinicos beneficiosos que describen otros autores del Hebertrans® y de la

OST 86,129

Tabla 11. Evaluacion clinica al inicio y a los seis meses segun el grupo de

tratamiento.

Grupo de tratamiento p
Evaluacion clinica Estudio Control
Ne % Ne %

. Aceptable 4 13,3 3 10,0 1
Inicial Insatisfactorio 26 86,7 27 900 000
Seis Meses Satisfactorio 23 76,7 10 33,3
después Acep.table . 7 23,3 19 63,3 0,0012

Insatisfactorio 0 0,0 1 3,3
p 0,000° 0,0003

1Chi-cuadrado de Pearson (Correccién por continuidad de Yates)
2U de Mann-Whitney
3Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

Se reportan beneficios clinicos significativos de la OsT por autores que aplicaron el O3
medicinal por diferentes vias de aplicacion 1715° y son consecuentes con otros autores

que informan efectos clinicos positivos en investigaciones que usaron la via
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El resultado de la evaluacién clinica satisfactoria y aceptable en la totalidad de los
casos del GE se fundamenta en el efecto anti infeccioso °9160.161 e inmunomodulador
de la O3T.1%162| g evaluacion clinica satisfactoria y aceptable en 29 casos (96,6%) del
GC es consecuente con los reportes de Cruz 3! en 280 casos con inmunodeficiencias
celular que recibieron Hebertrans® en 11 hospitales de La Habana y con otros
autores.146.163 Esto se fundamenta en los efectos del Hebertrans® como regulador de
la homeostasis, inductor de inmunogenicidad especifica e inespecifica y amplificador

de la respuesta inmune. 129145

La actividad germicida de amplio espectro del Os, lo hace util en individuos con
enfermedades infecciosas diversas y recurrentes. La literatura cientifica describe al Os
como el mayor germicida existente en la naturalezay se utiliza como agente antiséptico
en distintas aplicaciones locales cuando el Os tiene acceso directo al microorganismo,
0 pero dentro del organismo como el Oz reacciona inmediatamente, lo hace a través
de la inmunomodulacién conseguida por sus metabolitos activos, que favorecen la
actividad fagocitica leucocitaria, mecanismo efector importante en la respuesta

inmune.29 84

La accion inmunomoduladora se fundamenta en la habilidad del Oz para inducir la
sintesis de citocinas, en particular la induccién de IFN-y, IL-2 e IL-8, lo que permite
aseverar que al menos parcialmente facilita la funcion inmune.®® La accién de estas
citocinas in vivo, estan bien establecidas, en el caso de IFN- y es la clase de citocina
que media la accion antiviral del sistema inmune, principalmente porque incrementa la

actividad de las células NK, las cuales pueden reconocer y lisar células infectadas por
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virus independiente de la restriccion del MHC, estimula el cambio de isotipo a IgG
opsonizadora y fijadora del complemento y la diferenciaciéon de los linfocitos a Thl. La
IL-2 favorece la proliferacion y diferenciacion de células efectoras y de memoria, y la
activacion de las células NK y la IL-8 es la citocina que promueve la migracion de

neutréfilos a los tejidos.>°

Las formas recombinantes de IFN-y e IL-2, estan aprobadas por la Administraciéon de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos de Norteamérica para su uso en humanos,
sobre la base de sus acciones en la respuesta inmune.'®° Sin embargo, la OsT es capaz
de estimularlas de forma enddgena, de manera fisioldgica, sin ocasionar los eventos

adversos de las terapias con citocinas recombinantes.
4.1.2 Niveles de inmunoglobulinas séricas

La evaluacion de los niveles séricos de las inmunoglobulinas realizados en diferentes
tiempo del estudio (inicio, al mes y a los seis meses), evidencian que la IgA no tuvo
diferencias significativas entre los grupos, al mes (p=0.656), ni a los 6 meses (p=0.548)
después de los tratamientos. Como refiere la literatura, no es posible aumentar la IgA
sérica por ser un defecto permanente, ° lo que concuerda con reportes de Noris y
cols.'%3 después de aplicar inmunomoduladores en la DIgA absoluta, los valores se
mantuvieron iguales. Se plantea en estudios de seguimiento a largo plazo, que algunos
pacientes con DIgA, pudieran manifestar incrementos en los niveles de la IgA sérica o
evolucionar a otro tipo de IDP.*4132 Hoy dia no es posible curar la DIgA. La principal
virtud de los tratamientos actuales es mantener al paciente libre de infecciones y tratar

las enfermedades concomitantes.4164
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En la tablal2 se muestran los valores de IgG segun la edad y el grupo de tratamiento.
Al comparar los resultados entre los grupos, se evidencia que en los pacientes de 5 a
10 afios hubo aumento significativo de la IgG al mes (p=0,007) y a los seis meses
(p=0,003) en el GE con respecto al GC; en los 211afios, el aumento de la IgG no fue
significativo. Por otra parte, los valores de IgG a los seis meses en el GE, fueron
significativamente (p=0,000) mas altos que al inicio en ambos grupos de edad (de 5 a

10 afos y =11anos), este resultado no se obtuvo en el GC.

Tabla 12. Valor de la IgG inicial, al mes y 6 meses segun edad y grupo de tratamiento.

Edad
4G Grupo de
g tratamiento 5 - 10 afios >11 afios
Media+xDE p1 Media=DE p1
o Estudio 8,80+2,28 9,30+1,94
Inicial 0,172 0,670
Control 8,47+4,27 9,56+2,10
Estudio 9,97+2,94 10,25+2,20
1 mes 0,007 0,379
Control 8,29+4,18 9,56+2,02
Estudio 10,50+2,96 11,34+2,87
6 meses 0,003 0,057
Control 8,30+4,09 9,42+1,86
_ Estudio p?=0,000 p?= 0,000
2 Friedman
Control p?=0,936 p?=0,627

1 U de Mann-Whitney

Al comparar los resultados de la IgM entre los grupos al mes y seis meses (tabla 13),
se evidenciod en los pacientes de 5 a 10 afios del GE, la IgM fue significativamente
(P=0,002) mas alta a los seis meses con respecto al GC. Por otra parte, en el GE a
los seis meses, la IgM aumenté de forma significativa (p=0,000) con respecto a los

valores iniciales.
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Tabla 13. Valor de la IgM inicial, al mes y 6 meses segln edad y grupo de tratamiento.

Edad
IgM Grupo‘de 5 -10 afnos 211 anos
tratamiento
Media+DE p1 Media+DE p1
o Estudio 0,90+0,22 0,90+0,25
Inicial 0,826 0,754
Control 0,93+0,29 0,90+0,26
Estudio 1,03+0,21 1,00+0,19
1 mes 0,057 0,148
Control 0,90+0,36 0,85+0,30
Estudio 1,18+0,15 1,16+0,15
6 meses 0,002 0,105
Control 0,91+0,37 0,90+0,35
_ Estudio p?=0,000 p?=0,000
2 Friedman
Control p?=0,076 p?=0,849

1 U de Mann-Whitney

Se informan por la AEPROMO que pacientes pediatricos con inmunodeficiencias
secundarias luego de recibir O3z medicinal mediante la insuflacién rectal, tuvieron
aumento las inmunoglobulinas séricas.®® Este resultado es consistente con reportes de
autores que mostraron el efecto positivo de la OsT sobre las inmunoglobulinas y otros
parametros inmunoldgicos en diversas enfermedades.89.159.165.166 En |3 literatura no se

encontraron evidencias del efecto de la OsT sobre las inmunoglobulinas en la DIgA.

El O3 medicinal ocasiona induccién citocinética de células en el sistema inmune y
favorece la sintesis de citocinas.'®® Teniendo en cuenta los resultados del presente
estudio se puede afirmar que el Oz al inducir la sintesis de citocinas como la IL-2, se
favorecié la proliferacion de células efectoras y de memoria, la proliferacion de
linfocitos B y la sintesis de anticuerpos. Se favorecio la sintesis de IFN-y, y con ello
el cambio de isotipo a IgG opsonizadora y fijadora del complemento y la mejoria de la

inmunidad mediada por células (diferenciacion a linfocitos Thl). Estos efectos influyen
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de forma positiva en la repuesta inmune innata y adaptativa, o que se evidencio con
el aumento de las inmunoglobulinas G y M y la mejoria en la evaluacioén clinica de los
pacientes. La integridad funcional de estas inmunoglobulinas, es indispensable para

mantener la homeostasis del sistema inmune.®1°
4.1.3 Parametros prooxidantes

La comparacion entre ambos grupos (GE y GC) en relacién con los parametros
prooxidantes un mes después del tratamiento evidencié que el MDA y los PAOP de
pacientes <15 afios, disminuyeron de forma significativa (p=0,000) en el GE con

respecto al GC (Tabla 14).

Tabla 14. Analisis inicial y final de los parametros prooxidantes segun el grupo
de tratamiento.

Grupo de tratamiento

Prooxidantes Estudio Control p1
Media +DE Media +DE
Inicial 1,1+0,6 1,3 10,6 0,113
<15 afios Final 0,7 £0,1 1,1+0,4 0,000
p2 0,000 0,000
Inicial 1,0 £0,0 1,2+0,5 0,770
MDA 16-30 afos Final 0,7 0,2 1,2 +0,4 0,143
p2 0,180 0,249
Inicial 2,3 2,3 -
>31afos Final 0,9 2,2 -
p2 - =
Inicial 49,3 £10,5 52,1 45,6 0,252
<15 afios Final 40,6 £10,6 51,2 45,3 0,000
p2 0,000 0,000
Inicial 55,0 5,8 44,2 +17,8 0,380
PAOP 16-30 afnos Final 50,2 +1,6 49,4 +7,7 0,770
p2 0,655 0,310
Inicial 58,9 55,9 -
=231 afios Final 52,5 55,9 -
p2 - -

1U de Mann-Whitney 2 Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
Nota: Grupo Estudio: (€15 afios, n=27), (16 a 30 afios, n=2), (>30 afios, n=1). Grupo Control: (€15
afos, n=22), (16 a 30 afos, n=7), (=31 afios, n=1)
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En los pacientes de 16 a 30 afios del GE, la disminucién de los parametros no fue
significativa con respecto al GC. La disminucion significativa en los niveles de los
marcadores de prooxidacion en el GE en comparacion con el GC, es consistente con
los reportes de otros autores?® 167.168 que aplicaron la OsT en enfermedades crénicas

con valores altos de parametros prooxidantes.

El desequilibrio en el balance redox inicial con predominio del estado prooxidante
identificado en los pacientes del estudio, ejerce un efecto perjudicial sobre la
homeostasis celular, al provocar cambios fisioldgicos y bioquimicos que ocasionan
deterioro y muerte celular, y puede ser responsable de manifestaciones clinicas en las
IDP, que no se relacionan con el defecto genético que la caracteriza.®” Existen
evidencias de que el Os detiene la peroxidacion lipidica y es capaz de preservar la
integridad de las membranas.®? 9103 E| efecto positivo logrado con el Oz, estabilizo el

balance redox y corrigié el EO celular presente en los pacientes con DIgA del GE.
4.1.4 Parametros antioxidantes

Al comparar los parametros antioxidantes en el GE y GC un mes posterior de recibir los
tratamientos, se evidencié que la SOD en el GE fue significativamente mas alta en los
pacientes <15 afos (P=0,006) y de 16 a 30 afios de edad (p=0,040). Resultados
significativos se obtuvieron al final en el GE, en los pacientes con edad <15 afios

(p=0,000) y entre 16 y 30 afios (P=0,018) (Tabla 15).
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Tabla 15. Parametros antioxidantes al inicio y final por grupo de tratamiento.

Grupo de tratamiento

Parametros antioxidantes Estudio Control =
Media +DE Media +DE
Inicial 151,8 +20,1 156,5 +20,6 0,168
<15afios  Final 168,1 +6,0 157,1 +20,6 0,006
p2 0,000 0,000
SOD Inicial 162,3 +4,9 156,8 +9,3 0,380
(U/mL) 16 -30 afios Final 172,1 40,2 157,2 +9,5 0,040
p? 0,018 0,180
. Inicial 170,0 159,6 -
231 anos -
Final 172,0 159,7 -
Inicial 64,9 6,6 67,7 +7,7 0,063
<15aios Final 67,5 5,2 68,5 5,8 0,387
p? 0,001 0,036
CAT Inicial 69,6 +1,0 66,2 + 4,7 0,078
(U/mL) 16 -30 afios Final 70,2 +0,9 66,5+ 4,6 0,040
p? 0,180 0,237
. Inicial 72,0 70,1 -
231 anos -
Final 73,8 70,1 -
Inicial 0,224 0,2 0,286 +0,2 0,070
<15afios Final 0,246 0,2 0,288 +0,2 0,271
p? 0,000 0,185
FRAP Inicial 0,250 0,1 0,267 +0,1 0,769
(mM Fe"/L) 16-30 aflos Final 0,265 0,1 0,264 +0,1 0,883
p° 0,180 0,414
B Inicial 0,380 0,160 -
231 anos -
Final 0,400 0,180 -
Inicial 31 749,8 +4 938,3 32 228,3 +7 757,9 0,533
<15afios  Final 38116,0 +13 412,8 32 383,7 +14 053,7 0,103
p? 0,013 0,709
GPx Inicial 21 263,3 +19 537,1 27 877,5 +12 461,3 0,770
(mU/ml) 16 -30 afios Final 41 816,5 +10 927,9 32 641,8 +9 265,5 0,242
p? 0,180 0,499
~ Inicial 6 445,2 25967,1 -
231 anos -
Final 33679,0 23889,8 -

1U de Mann-Whitney. 2Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon
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Al comparar los resultados de CAT al final entre los grupos de tratamiento, evidencio
qgue hubo diferencias significativas (p=0,040) en el grupo de 16 a 30 afios. Por otra parte,
en los pacientes <15 afios del GE los resultados finales fueron significativos (p=0,001)
con respecto a los valores al inicio. Al comparar los resultados de FRAP entre los
grupos, se constato valores mas altos al final en el GE con respecto al GC, este aumento
no resulté ser significativo. El andlisis inicial y final dentro de cada grupo, evidencié que
en el GC los valores de FRAP al final, no fueron superiores que al inicio en ningun
intervalo de edad; en el GE el resultado fue significativo (P=0,000) en los pacientes <15
afos. Los resultados del andlisis de la enzima GPx, al comparar el resultado final entre
los grupos, se observé que no hubo diferencias significativas. Por otra parte, hubo

aumento significativo (P=0,013) en los casos con edad <15 afios del GE.

Los valores de SOD indican la acumulacion del O2", radical mas abundante en las
células que se forma en la cadena de transporte de electrones y durante la fagocitosis
como bactericida, su acumulacion se asocia con la peroxidacion lipidica y es precursor
de otros radicales mas dafiinos.% 2 El aumento significativo de la SOD después de la
OsT es importante ya que cataliza la dismutacién de Oz en oxigeno y H202. El aumento
de la SOD por el efecto del Osindica que disminuy6 el Oz y se evitd la formacion de

ONOQO’, radical que se forma por la reaccion del Oz con el ON".

El aumento de GPx es importante en el balance redox, ya que esta enzima cataliza la
reduccion del H202 a agua y de los lipoperoxidos a alcoholes. 364 Un aumento no
controlado de H202 en presencia de metales como el hierro puede dar lugar al anion

hidroxilo, altamente toxico para el organismo.53
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Los efectos antioxidantes de la OsT por la via rectal se reportaron por Calunga y cols.,*°
y Borrego y cols.,'’° en modelos experimentales. Otros autores evidenciaron el efecto

antioxidante al aplicar el Os por insuflacién rectal en ensayos clinicos.103:109.160

El efecto antioxidante de la OsT, se basa en la capacidad del Oz medicinal de estimular
los antioxidantes enddgenos, sin ocasionar efectos dafinos. 787169171 Este mecanismo
involucra la activacion de cinasas y factores de transcripcion que inducen la expresion
de genes que codifican las enzimas antioxidantes.” Se demostré que el Os estimula al
Nrf2, el que se transporta al ndcleo, se une a la proteina Maf e induce la transcripcion
de varias enzimas, incluidas las antioxidantes, al unirse a elementos de respuesta

antioxidantes en el 4cido desoxirribonucleico.%®

Varios factores de transcripcion se identificaron por Bocci V. en células de la sangre

periférica activadas por el Oz, tales como: Nrf2, NFAT, AP-1 y NF-kB. 7> Los factores

de transcripcion NFAT, AP-1 y NF-kB, participan en las vias de sefializacion

intracelular para la activacion de los linfocitos T y B.° Re L. y cols. demostraron la
estimulacion del Nrf2, después de administrar OsT a individuos voluntarios sanos.%!
Otros autores aseveran que el Nrf2 es el mediador crucial de la respuesta al Oz in vivo
e in vitro, al considerarlo fundamental en la modulacion de la funcién mitocondrial bajo
condiciones de estrés para lograr mantener la homeostasis celular, ya que observaron
in vitro, una mayor velocidad de transcripcion en células tratadas con Oz y un aumento
en la expresion de genes involucrados en la respuesta al estrés.1’? Por otra parte, Niki
E. y cols., estiman que la eficacia terapéutica del Oz se basa en la induccién de un

“eustress” que estimula diversas vias de defensa celulares sin causar dafio.1”3
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El balance redox que se obtuvo en el GE después de dos ciclos de O3 es producto de
al efecto de preacondicionamiento oxidativo'®11%y a |la respuesta bioldgica beneficiosa
que se logra al aplicar Os sistémicamente en forma de insuflacion rectal, al favorecer
la transduccion de sefales, la activacion factores nucleares y la estimulacion de los
sistemas antioxidantes, estos efectos se demostraron en otros estudios clinicos, donde

predomino el estado prooxidante.174-76

La relevancia de este resultado es que, al aumentar las enzimas antioxidantes, impiden
qgue los RL darfien estructuras vitales, detienen la produccién de nuevas moléculas
oxidantes y favorecen que las células pasen a un “ambiente reducido”; con lo cual se
conserva la integridad de las membranas y las funciones especificas que, en el caso
de las células del sistema inmune, es la defensa contra los microorganismos

patégenos.®64

La induccién de los sistemas de defensa antioxidante, es uno de los mecanismos mas
importantes para limitar la formacion del dafio oxidativo inducido por ERO y para

regular su actividad biolégica en varias enfermedades.*>°
4.1.5 Analisis integrado de la respuesta terapéutica

En la tabla 16 se muestra la respuesta terapéutica de los pacientes estudiados. El
mayor porcentaje de pacientes del GE (66,7%) tuvo una respuesta completa, mientras
gue en el GC el mayor porcentaje (73,3%) se mantuvo estable, estas diferencias fueron

significativas (p=0,000).

La mejor respuesta obtenida con el uso de la OsT se asoci6 a un incremento de los

parametros antioxidantes (SOD, GPx, CAT) y las inmunoglobulinas (1gG e IgM) y a una
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disminucién significativa de los parametros prooxidantes (MDA y PAOP), lo que
argumenta el efecto beneficioso de la OsT para la DIgA y respalda el efecto

antioxidante e inmunomodulador descrito para la OsT.

Tabla 16. Evaluacion de la respuesta terapéutica segun el grupo de tratamiento.

Grupo de tratamiento

Respuesta Total
terapéutica Estudio Control

Ne % Ne % Ne %
Completa 20 66,7 0 0,0 20 33,3
Parcial 9 30,0 8 26,7 17 28,3
Enfermedad estable 1 3,3 22 73,3 23 38,3
Total 30 100,0 30 100,0 60 100,0

U de Mann-Whitney p = 0,000

Este resultado es consistente con los reportes de varios autores en investigaciones
clinicas con OsT.17:2497.101,102 | 3 evidencia cientifica de los efectos del Oz medicinal a
nivel celular,’6177 permiten aseverar que la OsT favorecié la respuesta inmune

adaptativa y la respuesta antioxidante endogena.

En la tabla 16 se muestra el resultado de evaluar la razon de la tasa de ocurrencia de
respuesta terapéutica en los pacientes segun la exposicidn a uno u otro tratamiento.
Se constaté que 29 pacientes (78,4%) de los expuestos a la OsT tuvieron respuesta
terapéutica (20 con respuesta completa y nueve con respuesta parcial), con respecto

a 8 pacientes con respuesta parcial (21,6%) expuestos al Hebertrans® (p= 0,010).
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Tabla 17. Razén de tasa de respuesta terapéutica por grupo de tratamiento.

Grupo Respuesta terapéutica
Con Sin Total
respuesta respuesta Pl RR
No % No % Ne, %
Estudio 29 784 1 4,3 30 50,0 RR: 3,625
Control 8 216 22 957 30 50,0 0,010 IC inferior: 1,995
Total 37 100,0 23 100,0 60 100,0 IC superior:

6,586

1Chi-cuadrado de Pearson (Correccién por continuidad de Yates)

Leyenda. RR: riesgo relativo

Lo que demuestra que la respuesta terapéutica de los pacientes que fueron expuestos
al tratamiento con OsT fue casi cuatro veces (RR= 3,625) mayor que la respuesta

terapéutica de los pacientes que se expusieron al tratamiento con Hebertrans®.
4.2 Andlisis de la seguridad

Los resultados de la evaluacion de la seguridad evidencian que en 14 pacientes del
estudio se presentaron EA, de los cuales tres casos pertenecen al GE (10%) y 11 al

GC (36,6%), con diferencias significativas entre los grupos (p=0,002).

El meteorismo fue el EA que se observd en los pacientes que recibieron OsT
inmediatamente después de la IR del Os y en el GC eritema e inflamacion en la zona
de aplicacion y dolor en el sitio de inyeccion. En todos los casos (n=14) el EA se
manifesto con intensidad leve, al considerar que fue de corta duracién, no interfirié con
la vida habitual del paciente, no requirié hospitalizacién, ni tratamiento especifico para

su control y no fue necesario suspender el tratamiento. La presencia del EA se evalud
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hasta 6 meses después de culminar el tratamiento y no hubo reportes, los EA

identificados (total 14) se presentaron durante el periodo de aplicacion.

Al analizar los resultados de las pruebas de funcidn hepatica y renal en el GE (tablal18),

se evidencio que los niveles de la enzima aspartato aminotransferasa se mantuvieron

normales en el periodo evaluado en el 100% de los pacientes. Por otra parte la enzima

alanina aminotransferasa fue alta en un paciente que present6 dengue en ese periodo,

estos resultados no fueron significativos (p=0,607). La fosfatasa alcalina estaba

disminuida al inicio en 14 pacientes (46,7%); luego del tratamiento al mes y 6 meses,

nueve y 11 pacientes respectivamente, mantuvieron cifras por debajo de los valores

normales, sin diferencias significativas (p=0,178).

Tabla 18. Evaluacion de la funcién hepatica y renal en el grupo estudio.

Evaluacion
Parametros Inicial 1 mes 6 meses p
Ne % Ne % Ne %
Aspartato Normal 30 100,0 30 100,0 30 100,0
?Lrj'}l'_r;o"ans'cerasa Aumentada 0 00 O 00 O 00 )
Alanina Normal 30 100,0 29 96,7 30 100,0
i 1
?&?'Lr;o”ans‘cerasa Aumentada 0 00 1 33 o0 00 007
Fosfatasa alcalina Disminuida 14 46,7 9 3000 11 36,7 01781
(U/L) Normal 16 533 21 70,0 19 63,3 '
Creatinina Disminuida 3 10,0 4 13,3 1 3,3
(umoliL) Normal 27 90,0 26 86,7 28 93,3 0,1972
H Aumentada O 00 O 00 1 33
Disminuida 0 0,0 1 3,3 1 3,3
Urea (mmol/L) Normal 30 100,0 28 93,3 28 93,3 1,0007
Aumentada O 0,0 1 3,3 1 3,3

1Prueba Q de Cochran

2Prueba de Friedman
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Los pacientes que tenian la creatinina baja al inicio (3 casos, 10%), normalizaron los
valores a los 6 meses, excepto uno (3,3%) y se corresponden con un caso que
presenta malnutricion por defecto. Los resultados de la creatinina no tuvieron
diferencias significativas (p=0,197). El analisis de la urea mostré6 que no existieron

diferencias significativas (p=1,000) (Tabla 18).

Las observaciones clinicas identificadas como EA durante la aplicacion de los
tratamientos, no se asociaron a modificaciones patolégicas en los resultados de

pardmetros de laboratorio que miden funcidén hepatica y renal.

La incidencia general informada de EA para la OsT es muy baja con 0,0007 %.52 Estos
resultados son consecuentes con ensayos preclinicos de la OsT por la via rectal 178y
con los reportes de Pérez Aguiar y cols., al evaluar la frecuencia de reacciones
adversas de la OsT en 6 414 casos con retinosis pigmentaria y en 28 de ellos (0,004
%) se identificaron EA.?® Similares resultados se describen por Menéndez y cols.,
durante un estudio de seguimiento por un periodo de 20 afios.1% Lo que concuerda
con reportes experimentales.10111.178 \yiepbhan y cols., 1’° identificaron y clasificaron
estudios clinicos donde se aplicé OsT rectal, en distintas bases de datos, segun los
criterios de la medicina basada en evidencias. Un total de 47 000 insuflaciones del O3
por la via rectal en 716 pacientes, evidencian efectos beneficiosos en parametros
clinicos, farmacoldgicos y la ocurrencia de minimos eventos adversos (irritacion ligera
y flatulencia transitoria después de la insuflacién), que no influyé en el resultado de los

tratamientos, por lo que se consideré un método simple y seguro para aplicar.
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Los EA que se describen con el uso del Hebertrans® pueden ser intensos, graves y

generales.'8% En los pacientes del GC se reportaron EA leves y locales.

El tipo e intensidad de los eventos observados en los pacientes del estudio, evidencian
que la OsT fue bien tolerada y se obtuvo un perfil de seguridad adecuado. Los

resultados encontrados en el presente estudio avalan el uso clinico de la OsT.
4.3 Validez de los resultados

La validez interna de los resultados depende de la calidad del dato primario, para lo
cual se garantizo un correcto monitoreo de datos. El caracter monocéntrico y reducido
namero de participantes representaron factores positivos para la calidad, condicion
gue favorece la homogeneidad en la recopilacion de los datos y poca variabilidad en
la ejecucion de la actividad. No hubo errores de informacion. La ejecuciéon cumplié con
lo establecido por las normas de Buenas Practicas Clinicas vigentes en Cuba.'®! La

validez interna determiné que el resultado sea correcto, veraz y cierto.
4.4 Conclusiones del capitulo

e Con el esquema de OsT aplicado se obtuvo una mejor evolucion clinica que con
el Hebertrans® en los casos con DIgA.

e Larespuesta terapéutica OsT brind6 efecto estimulante sobre los niveles séricos
de IgG e IgM y estabilizo el balance redox.

e La OgsT fue bien tolerada y segura, se notificaron EA leves, relacionados con la
via de administracion, no existieron modificaciones de la funcién hepéatica y

renal.
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5. CONCLUSIONES

Se evidencié desbalance en el metabolismo redox con predominio del estado
prooxidante en los pacientes deficientes de IgA, lo que puede repercutir en la
progresion y severidad de la enfermedad.

La ozonoterapia fue eficaz en los pacientes con deficiencia de inmunoglobulina A
ya que mostré efecto positivo favorable en la evolucién clinica, al disminuir la
recurrencia de enfermedades infecciosas y el uso frecuente y prolongado de
antimicrobianos.

La ozonoterapia aport6é efectos inmunomoduladores al aumentar los niveles de las
inmunoglobulinas G y M y estabiliz6 el equilibrio redox celular al estimular las
defensas antioxidantes y disminuir los parametros prooxidantes.

La ozonoterapia fue bien tolerada y segura, al notificarse un niumero reducido de
eventos adversos leves y de corta duracién y no ocasionar alteraciones en la
funcién hepética y renal.

El esquema de tratamiento ajustado a la edad resultd beneficioso para esta

inmunodeficiencia primaria

Los resultados argumentan la ozonoterapia como una opcion terapéutica

adicional, en el tratamiento de la deficiencia de inmunoglobulina A.
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6. RECOMENDACIONES

Evaluar la influencia de la ozonoterapia por via rectal, sobre la poblacion de

células linfoides T y B en pacientes con deficiencia de IgA.

Evaluar la influencia del estrés oxidativo y su posible participacion en la

patogenia en la deficiencia de IgA y en otras IDP.

Realizar estudios que profundicen la efectividad de los tratamientos

antioxidantes en las inmunodeficiencias.

Extender este estudio a un nimero mayor de pacientes mediante ensayos

multicéntricos.
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Anexo 1 Consentimiento Informado

Modelo de consentimiento del tutor que autoriza la participacion del hijo (a)
en la investigacion.

Hoja de informacidn
Titulo del ensayo clinico. Eficacia y seguridad terapéutica de la ozonoterapia
rectal en individuos con deficiencia de inmunoglobulina A.

Informacion al Familiar

Al brindarle esta informacion le solicitamos su consentimiento para que su hijo (a)
participe en una investigacion. Ud. tiene el derecho de conocer todo lo relacionado
con la misma de modo que pueda decidir si acepta o no la participacién de su hijo(a)
en este estudio y, en caso de estar de acuerdo, debe firmar la Ultima hoja de este
documento.

Si al leer esta informacién no entiende alguna palabra o se le presenta alguna duda,
por favor, pidale al médico que explique y aclare todas sus interrogantes hasta que
Ud. comprenda, asi mismo, puede tomarse todo el tiempo que estime conveniente
para decidir la participacion de su hijo(a) en este estudio.

A quién llamar en caso de necesidad?

Nombre Funcion Localizacion
Dr. C. Consuelo Jefa del Grupo Nacional de | . .

; . Direccion del IHI
Macias Abraham Inmunologia

_ ] o ] Hospital
Dra. Jacqueline Diaz | Especialista en Inmunologia e ]
Luis investigador principal Roberto  Rodriguez
Fernandez

Propodsito del estudio

Con esta investigacion se pretende evaluar el empleo de la ozonoterapia en la
deficiencia de IgA a través de la evaluacion clinica, las inmunoglobulinas y el
balance de oxidacion reduccién en el organismo.

Descripcion general de la Deficiencia de IgA

La enfermedad que tiene su familiar se llama Deficiencia de IgA, es una
inmunodeficiencia primaria, la mas frecuente reportada. Esta enfermedad se
caracteriza por tener un defecto en la IgA, que son los que predominan en las
superficies mucosas y las protegen de los microorganismos patdogenos. No tiene un
tratamiento especifico, no es posible hasta la fecha, reemplazar la IgA, es necesario
el uso de antibitticos para tratar las infecciones y se debe aplicar tratamiento
convencional especifico para las enfermedades que coexisten. Es necesario el
seguimiento continuo para evitar complicaciones que se pueden presentar.
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Seleccion de los pacientes

En esta investigacion se incluiran aquellos pacientes que les sea diagnosticado la
misma enfermedad que padece su hijo. Para que el paciente pueda entrar en este
estudio debe tener una serie de caracteristicas que el médico evaluara: una edad
comprendida mayor de 4 afios y que sus padres y/o tutores brinden su
consentimiento para la participacion del mismo en el estudio. No podréan incluirse
los nifios que hayan recibido transfusiones de sangre tres meses previos o durante
el estudio, haber recibido tratamiento inmunomodulador 6 meses previos, haber
ingerido medicamentos que ocasionan deficiencia secundaria de la IgA tres meses
previos o durante el estudio y tener alguna condicién que contraindique el uso de la
OsT o de algun otro producto del estudio.

Tratamiento

En esta investigacibn se incluiran 60 pacientes, que seran asignados
indistintamente a uno de los dos grupos de tratamiento que existiran en el estudio.

El Grupo experimental (GE) recibira el tratamiento con OsT (nuevo tratamiento).

El Grupo Control (GC) recibira el Hebertrans (inmunomodulador habitual usado en
Cuba).

Alos que caigan en el GE se les aplicara la OsT mediante la insuflacion rectal (diario,
20 sesiones, por 2 ciclos, cada tres meses). Los pacientes del GC recibiran el
tratamiento con Hebertrans.

El paciente recibira el tratamiento que el médico de asistencia estime que este
requiera, para tratar la enfermedad infecciosa y las otras enfermedades que
coexistan (alergias y enfermedad autoinmune).

Se interrumpira el tratamiento si Ud. como padre y/o tutor decide que su hijo(a)
abandone voluntariamente el estudio o en caso de aparecer alguna reaccién grave
u otra complicacion.

Exadmenes y evaluaciones

Para el diagndstico de la enfermedad, seguimiento y evaluacion de los participantes
se tendran en cuenta los resultados de:

Pruebas de laboratorio clinico y de microbiologia.

Evaluacion clinica

Evaluacion de las inmunoglobulinas.

Evaluacion de parametros pro y antioxidantes.

Asi mismo después del primer ciclo, 1 mes después el segundo ciclo y a los 6
meses, el familiar y el paciente deben asistir a una consulta de Inmunologia
programada. De lo contrario seran localizados por la via posible.

Tratamiento en estudio
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La OsT es un proceder terapéutico que utiliza el ozono. Una vez que se administra
reacciona con ciertos elementos en el organismo y produce respuesta bioldgica
favorable relacionada con la estimulacion de factores que incrementan la sintesis
de enzimas antioxidantes y la proteccion contra el estrés oxidativo y ademas
estimula el sistema inmune, al considerarse un inductor de la sintesis de citocinas.

Hasta el presente no se han reportado reacciones adversas cuando se aplica este
producto; no obstante, en caso de presentarse cualquier complicacion durante el
desarrollo de la investigacion la especialista actuara de acuerdo a su experiencia y
tomara las medidas necesarias.

Aprobaciones del estudio

La aprobacion que Ud. da para que su hijo(a) participe en este estudio es totalmente
voluntaria y no implica ningdn compromiso con el médico, ni con el hospital, Ud.
tiene la oportunidad de aceptar o no esta participacion. EI menor recibira la mejor
atencién, aunque no participe en la investigacion. De igual forma, Ud. como padre
y/o tutor puede decidir el abandono de la investigacion voluntariamente cuando lo
desee, sin tener que dar explicaciones y sin que repercuta en los cuidados médicos
del enfermo.

Durante el desarrollo del estudio, seran actualizados con relacién a cualquier nueva
informacion de que se disponga y que pudiera interferir en su decision de continuar
participando en el estudio.

La informacién privada que resulte de esta investigacion, asi como lo relacionado
con la identificacion y datos personales del paciente no seran divulgados y solo las
personas relacionadas con la investigacion (personas del centro productor del
medicamento) investigadores u autoridades nacionales tendran acceso a esos
datos.

Este estudio fue evaluado y registrado por el CENCEC vy fue aprobado por el
Consejo Cientifico y Comité de Etica institucional, los cuales aprobaron la
realizacion de esta investigacion.

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION EN LA INVESTIGACION HOJA DE
FIRMAS

Yo, , padre
y/o tutor del paciente guien
recibe atencion médica en la consulta de Inmunologia del hospital
estoy de acuerdo con su participacion
en el ensayo clinico, que evalua el empleo de la OsT en el tratamiento de la
deficiencia de IgA.

Previo a brindar este consentimiento el (Ia) Dr. (a) , me
ha brindado la posibilidad de:

1. Leer y comprender la Hoja de Informacion que me ha sido entregada sobre
el estudio.
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2. Hacer todas las preguntas que me preocupaban en relacion al estudio.
3. Recibir respuestas a mis preguntas.
4. Recibir la suficiente informacion del estudio.

Por lo que he comprendido que mi hijo participa en el estudio voluntariamente,
pudiéndose retirar del mismo:

1. Cuando lo desee.
2. Sin tener que dar explicaciones.
3. Sin tener repercusion alguna en su atencion medica.

Por todo lo planteado anteriormente doy mi conformidad en que mi hijo sea incluido
en el estudio y para que quede constancia de esto firmo este Modelo.

(Y /2 O D /2 o
Firma del Padre o Tutor Fecha (dia/mes/afio)
(Y /2 | /4 |
Firma del Testigo Fecha (dia/mes/afio)
(Y D /2 O /4
Firma del Investigador Fecha (dia/mes/afio)
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MODELO PARA ADULTOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MI INCLUSION EN EL ENSAYO
CLINICO.

“Titulo. Eficacia y seguridad terapéutica de la ozonoterapia rectal en
pacientes sintomaticos con deficiencia de inmunoglobulina A.

Este es un estudio para aplicar la ozonoterapia en la deficiencia de IgA,
inmunodeficiencia primaria que no tiene tratamiento especifico, este proceder
terapéutico esta regulado desde el 2009, su participacion en esta investigacion es
voluntaria y usted puede rechazar su incorporacion o abandonar el ensayo sin
penalizacion o pérdida de sus derechos médicos habituales. Usted esta en todo el
derecho de leer detenidamente toda la informacién que se describe a continuacion.
Por favor, tome el tiempo necesario para su decision, puede llevarlo a casa y
conversar al respecto con sus familiares o amigos.

¢Por qué se realiza esta investigacion?

Esta investigacion se hace porque esperamos que usted y otras personas con la
misma afeccion, puedan eliminar la recurrencia de enfermedades infecciosas,
obtener respuesta positiva de las inmunoglobulinas y recibir efectos beneficiosos
antioxidantes y revitalizantes, evitando las complicaciones de la enfermedad con la
administracion del ozono. Hasta la fecha no se dispone de tratamientos que puedan
reemplazar la IgA. El tratamiento convencional de esta enfermedad conlleva al uso
de antibioticoterapia para el control de las infecciones, algunos pacientes requieren
tratamientos prolongados, con los efectos adversos que se presentan en este tipo
de terapia y no se recomienda emplear inmunoglobulinas por la ocurrencia de
reacciones alérgicas. Existen evidencias que la Ozonoterapia aporta efectos
beneficiosos en inmunodeficiencias y del Hebertrans en pequefios grupos de
pacientes con esta enfermedad.

Durante el estudio usted recibira la ozonoterapia o Hebertrans segun el grupo de
inclusion que se le asigne de forma aleatoria. Se evaluaran los efectos del
tratamiento asignado, con evaluaciones de laboratorio y clinicas luego de recibir el
tratamiento.

¢, Qué tipo de personas y cuantas participaran?
En este estudio deben participar todas las personas que cumplan con las siguientes
caracteristicas:
Criterios de elegibilidad (Inclusion):
1. Cumplir con los criterios diagnosticos de Deficiencia de IgA.
2. Que hayan firmado el consentimiento informado de participacion.

En el estudio no van a participar las personas que tengan alguna de las condiciones
siguientes
1. Haber recibido transfusiones de sangre tres meses previos o durante el
estudio.
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2. Haber recibido tratamiento inmunomodulador 6 meses previos.

3. Haber ingerido medicamentos que ocasionan deficiencia secundaria de la IgA
tres meses previos o durante el estudio.

4. Presencia de condiciones que contraindiquen la ozonoterapia o el Hebertrans.

Para recibir el tratamiento asignado, usted no necesita estar ingresado, se aplicara
la ozonoterapia en el hospital de forma ambulatoria y el Hebertrans en el
Consultorio al que pertenece. Antes de iniciar el tratamiento se le realizaran
examenes complementarios que permitiran evaluar su estado de salud y se
obtendra una muestra de sangre en el IHI para medir las poblaciones linfoides y el
estado del balance redox. A los tres y seis meses y al afio, usted debera asistir a
las consultas de seguimiento con el inmundlogo en el hospital. Aqui se le realizaran
evaluaciones clinicas y de laboratorio para conocer la evolucion de su enfermedad.

¢, Qué tratamiento voy arecibir?

Usted recibird una sesion diaria de OsT. Se administrara por insuflacion rectal
durante 20 dias, con un intervalo de tres meses entre dos ciclos, y rangos de
dosificacion ajustados a la edad. En caso de recibir Hebertrans se le administrara
dos dosis semanales, por la via subcutanea, durante 16 semanas

¢, Cudles son los riesgos posibles si decido incluirme en esta investigacion?
La ozonoterapia, como todo medicamento puede provocarle efectos indeseables.
Los eventos adversos que se describen tienen intensidad ligera o moderada (no
son de intensidad grave, ni muy grave). El Hebertrans es un medicamento seguro,
los eventos adversos reportados, son locales y se relacionan con la via de
administracion fundamentalmente.

¢Cuédles son los beneficios posibles si decido incluirme en esta
investigacion?

Si usted decide incluirse en esta investigacion puede tener o no beneficios médicos
directos de su participacién. Nuestro objetivo es incrementar el beneficio clinico e
inmunolégico. Esperamos que la informacién obtenida en este estudio también
beneficie a otros pacientes con esta enfermedad.

¢ Tengo otras opciones de tratamiento si decido no participar en esta
investigacion?

Si usted decide no participar en el estudio, recibira el tratamiento para los sintomas
de su enfermedad que convencionalmente se administran.

¢ Existirad confidencialidad en el manejo de todo lo referente a mi persona?
Toda la informacion relacionada con Ud. no se hara publica en ningun caso. Su
identidad no sera revelada en ninguna publicacién cientifica. Durante toda la
investigacion se estara trabajando con sus iniciales, pero nunca con su nombre y
apellidos completos. Su historia clinica puede ser revisada por otros investigadores,
y autoridades hospitalarias

Es importante que usted conozca que su historia clinica estara identificada de
manera gque sea posible entender que corresponde a un paciente que participa en
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una investigacion clinica, lo que facilita una atencion diferente al resto de las
historias, en cuanto a almacenamiento, disponibilidad y tiempo de archivo.

¢Mi participacion en este ensayo implica algun pago o costo?
Ud. no recibira ningun tipo de pago por incluirse en esta investigacion. Todos los
tratamientos asociados a esta investigacion le seran aplicados sin costo alguno.

¢, Cuéles son mis derechos como participante en esta investigacion?

Tiene el derecho de que se le expliquen todas las dudas que tenga sobre la
investigacion que se esta realizando, las reacciones adversas que se presenten,
las manifestaciones de la enfermedad, o cualquier aspecto que usted considere
necesario conocer.

Ud. debe guardar una copia de este modelo para consultarlo cada vez que desee.
Ademas, debe recibir periodicamente informacién acerca de la evoluciéon de su
enfermedad y los resultados del tratamiento, variacion de dosis o cualquier
modificacion del estudio. Usted puede abandonar el estudio cuando desee, sin dar
explicaciones por ello, y sin afectar los cuidados posteriores que deba recibir.

¢A quién puedo dirigirme para obtener informacion adicional?

Nombres y Apellidos Responsabilidad Institucion Direccion, telléfpnos y
en el ensayo correo electronico
: . Zallas y Libertad. Morén
Jacqueline Diaz Luis '”‘.’es.“g‘l"‘dor gozp,'ta' ROFbe”‘? . Telf. 33505011
principa odriguez Fernandez dluis@infomed.sid.cu
Consuelo Macias Tutor del HI Teléf. 647 6135
Abraham investigador jmballe@infomed.sld.cu

Firmas del modelo de consentimiento informado

Como he tenido tiempo suficiente para considerar la propuesta de participacion en
el ensayo y he recibido adecuada informacion (oral y escrita) acerca del mismo, he
decidido incluirme en la investigacion. Eficacia y seguridad terapéutica de la
ozonoterapia rectal en pacientes sintomaticos con deficiencia de inmunoglobulina
A.

Firmo el presente documento con el médico que me ha dado las explicaciones.

Nombre del paciente Firma Fecha
Nombre del médico Firma Fecha
Nombre del testigo Firma Fecha
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Anexo 2

CUADERNO DE RECOGIDA DE
DATOS

Ensayo clinico

EFICACIAY SEGURIDAD DE LA OZONOTERAPIA
RECTAL EN PACIENTES SINTOMATICOS CON
DEFICIENCIA DE INMUNOGLOBULINA A

Codigo de Identificacion: |__ | |||
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INCLUSION

Datos de lainstitucién
Sitio clinico hospital: [H|G|M|QD| Provincia: |C|A| F| Municipio [M|O| R|
Verificacion de los criterios de seleccion de sujetos.

Inclusion (Una respuesta negativa descalifica al individuo para entrar al estudio) | Si | No
1. Pacientes que cumplan el criterio diagnéstico 1] 02
2. Pacientes con edad mayor de 4 afos 01|02
3. Pacientes o tutores que hayan firmado el consentimiento informado propio o del 0.l 0,

menor
Exclusion (Una respuesta afirmativa descalifica al individuo para entrar al estudio)| Si | No
1. Haber recibido transfusiones de sangre tres meses previos o durante el estudio. 1] 02
2. Haber recibido tratamiento inmunomodulador 6 meses previos. 01|02
3. Haber ingerido medicamentos que ocasionan deficiencia secundaria de la IgA tres 0.l 0,
meses previos o durante el estudio.
4, Presencia de condiciones que contraindiquen el uso del Hebertrans® o la OsT. 01|02
5. Haber recibido transfusiones de sangre tres meses previos o durante el estudio. | 01| 02
6. Haber recibido tratamiento inmunomodulador 6 meses previos. 1] 02

Grupo asignado: OsT [J1 Hebertrans® [ 2

Firma del investigador VM| _|(dd/mm/aa) Pagina 139 de 154




Hospital general docente Roberto Rodriguez Eficacia y seguridad terapéutica de la Cadigo de Identificacion

Fernandez. Zayas y Libertad. Moron. OsT sistémica en individuos con DIgA [
Hospital - No. de inclusidn)

EVALUACION INICIAL

DATOS GENERALES DEL PACIENTE

1. Iniciales del Paciente: |__|__ | | |

2. Fechadeinclusion: |__|__|/__|_lI__|__| (dd/mm/aa)
3. No. Inclusion: |__|_|_|

4. Edad: |__|__| afios

5. Sexo: Masculino 11 Femenino [ 2

6. Raza: Blanca (11 Mestizall[J2 Negralllls
7.Peso: |_|__|__||l__|Kg

8. Primeraconsulta |__ | |/|__|__VI__|__| (dd/mm/aa).

Historia clinica de Inmunologia

9. Motivos de la primera consulta

Y Y Y
R Y e e e e I
Y Y e e
Y Y e e e A e I
Y Y S e e e N A A A
e e e 120, Antecedentes

I e e e A v
e e e e e A
I e e e e e o
e e e s e e e e A
e s s s I

11. Enfermedades alérgicas Si (11 No [/ 2
e e e e e e e e e e o
e e e e I
e e e s I
I e s e e e v
e e s e e e I
Y e e e s s A

Firma del investigador ~ |_|_|/|_|_V|_| |(dd/mm/aa) Pagina 140 de 154




Hospital general docente Roberto Rodriguez Eficacia y seguridad terapéutica de la Cadigo de Identificacion
Fernandez. Zayas y Libertad. Moron. OsT sistémica en individuos con DIgA [
Hospital - No. de inclusidn)

12. Enfermedades autoinmunes Si (13 No [ 2

13. Padresvivos: Si (11 No a2

14. Consanguinidad: Si 11 No [/,

15. Historia familiar de fallecidos en edad temprana Si (11 No [ 2
16. Causas de fallecimiento:

17.Hermanos Si (11 No (12

18. Habitos toxicos durante el embarazo: Cigarro ' Alcohol | Café | Otros
19. Embarazo Normal: Si (11 No (/2

20. Abortos: Si 111 No a2

21. Causas:

Y Y e e ) v
Y Y e ) I
Y Y ) e e
Y ) A A

22. Parto fisiologico: Si 13 No [ 2

23. Causas:

Y Y e e ) v
Y Y e e A I
Y Y e e e
Y e e A A

24. Tiempo gestacional al nacer: _| |

25. Pesoalnacer: _| | Kg

26. Talla_| |

27. Lactancia materna: Si (11  No (/2

28. Duracion|__|mes|__|meses

29. Desatrrollo Psicomotor: || | | || | | | |

30. Esquema de vacunacion: Completo: Si (11 No (/2
31. Reaccion postvacunal: Si (11 No [ 2
32. Manifestaciones clinicas
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Hospital - No. de inclusidn)

Signos de inmunodeficiencia

Descripcion

Ocho o0 mas episodios de otitis
media aguda en un afio

Dos 0 més infecciones graves de
senos peri hasales en un afo

Dos 0 mas meses de tratamiento
con antibioticos con poca mejoria

Dos 0 mas neumonias en un afio

Falta de ganancia de peso y talla

Infecciones recurrentes de piel y
tejidos blandos y abscesos de
organos

Muguet o candidiasis cutdnea
persistente después del afio de
edad

Necesidad de antibioéticos
intravenosos para curar las
infecciones

Dos o mas infecciones graves
(sepsis, meningitis, osteomielitis)

Historia familiar de
inmunodeficiencia

Enfermedades infecciosas
respiratorias

Enfermedades infecciosas
digestivas

Enfermedades infecciosas en la
piel y las mucosas

Otras enfermedades infecciosas

Firma del investigador LWL

Normal
Si | No
Q.| 4,
Q.| 4,
Q.| 4,
Q.| 4,
Q.| 4,
Q.| 4,
Q.| 4,
Q.| 4d,
Q.| 4,
01102
Q.| 4,
Q.| d,
Q.| d,
Q.| d,
|__|(dd/mm/aa)
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33. Evaluacién clinica inicial

Categorias si | No
1 No tener enfermedades infecciosas bacterianas respiratorias, ni en la piel y no
presentar enfermedades parasitarias. Puede manifestar hasta dos infecciones 0.l 05
virales
2 Presentar hasta dos infecciones respiratorias y cutaneas de etiologia bacteriana,
una enfermedad parasitaria y dos enfermedades infecciosas virales. Doz
3 Presentar mas de dos infecciones bacterianas respiratorias o cutanea. Tener 0.l
1 2
infeccion parasitaria recurrente aguda (IPRA) y mas de dos infecciones virales.
1|02

4 Situacibn médica desfavorable, presenta complicaciones, enfermedades

infecciosas mayores recurrentes e ingresos hospitalarios

Segun lo marcado en la tabla anterior se incluird como.
Evaluacion satisfactoria [

Estable

Iguall

A WO DN P

Peor(]
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Hospital - No. de inclusidn)

34. Examenes de laboratorio iniciales

Examenes de Laboratorio
Resultado
Hematologiay
quimica No Fecha
: Normal Anormal (Dia/Mes/Afo)
realizado
1. Hemoglobina LI g/ 01 O, |OsOe M
2. Conteo global de . V]
leUCOCitos ], || x10%L 01 2 Os Oa 7
- o Y 4 T 7
3. Neutrofilos || |% 01 02 Oz Oa |
4. Linfocitos || |% 01 P O3 Oa S || M
5. Eosindfilos _|_1% 01 Oz |Os0a - || [/
6. ASAT |__I_LI_JuL 01 D2 |Os0a . Il V|
ALAT Il uL 01 0. |0s 06 A
Fosfatasa ]
alcalina l|_|_JuiL U1 Hz | Ua s |
9. Creatinina | |umol/L P O, Os Oa L || |
10. Urea L J__]_mmolL 0. O |08 04 ||/ || 11|
O3z disminuido [J4 aumentado
Pruebas de laboratorio de Microbiologia
. / /
11. Heces fecales ] O 01 O2 | O304 || e
12. Gram en Heces / /

2 Sram ¢ I 0. | 02 |0s0 A
. i / /
13. Coprocultivo L 04 O, O O |I 4 .

14. Exudado / /
e 1 | o1 | 0 |osme -
15.E ot / /

5. Exudado otico ] 01 0: |05 0e 1
. [ / /
16. Exudadodepiel | ) | | ) || 01 0. |00 A

Pruebas de inmunologia

17. 1gA L Ll gL 0. O, Os O |I /11|
18.1gG Il _TolL U T P I
19. IgM Il _TolL U T P I
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20.Anti TT L LIl umL 0. O, Os Oa | | __1__IM
21. Anti TD L LIl umL 0. O, Os Oa | | __1__IM

0,
22.LTCD5+CD3+C ||__|_|.|_|% 0, O |08 0a (7 T/
D4+
0,
23.LTCD45+CD3+C ||_|_|.|_|% 0. Oa Os Oa [ T/
D8+
24. LBCD45+CD19+ [|__|_|.|_| % 0, 0, | 0804 ||
25. LNKCD45+CD56 ||_|_|.|_| % (7 T/
+CD16+ 1 (2 s Oa
Pruebas de estrés oxidativo

. / /
26. MDA ||| umoliL 04 0: | Os O | V1
27. PAOP L Jumol/L 0. O, Os O | I/
28.S0D U/ mL 0. Oa Os Oa | I/

. CAT / /
29.C L L L JurmL 01 O: |Os0a | V1
30. FRAP . Il_| mMFe"/L 0. O, O O | LM
31. GPx Y T Y P  { [ 1/ T

| U/ mL 1 [2 (3 Oa |

Tipos de microorganismos si | No
Estreptococcus B hemolitico 1 [2
Staphylococcus aureus 1 [2
Estreptococcus pneumoniae 1 [2
Pseudomona aeruginosa 1 2
Giardia lamblia 1 [2
Entamoeba histolytica 1 2
Blastocystis hominis 1 [l2
Cryptosporidium parvum 1 [2
Escherichia coli 1 [l2
Haemophilus influenzae 1 [l2
Levaduras 1 [l2
Infecciones virales 1 L2
Otros microorganismos 1 (2
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Cadigo de Identificacion
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EVALUACION DE RESPUESTA

1 .Evaluaciones al mes

1. El paciente asisti6 a la evaluacion: Si (11 No (.
2. Fechadelaevaluacion:| | |/| | |/l | |(dd/mm/aa)
3. Examenes de Laboratorio
EsFudios de hematologia 'y Resultado No Fecha (Dia/Mes/Afio)
guimica : Normal | Anormal
realizado
Hemoglobina || g 01 (2 Oz Oa I V) I/ I
Conteo global de leucocitos || || x10%L 01 02 Os Oa ]
Neutrdfilos | |% 01 O2 | Os Oa I T 1
Linfocitos | |% 01 02 Os Oa ]
Eosindfilos 1% 01 (2 Oz 04 N 7 N/ Y I
TGP Ll JUL 01 02 03 04 e
TGO L Ju/lL 01 2 03 04 I T 1 1/ O |
Fosfatasa alcalina || | JUL 01 02 03 04 |
Creatinina L1 Il | JumollL |O1 02 03 04 e
Urea ||| mmol/L 01 02 03 04 e
03 disminuido [14 aumentado
Pruebas de laboratorio de Microbiologia
1. Heces fecales ] 01 O» Oz Oa 7 I/ I
2. Gram en Heces fecales Lol 04 O | O304 (N 1 1
3. Coprocultivo Lol 04 O | O304 (N 1 1
4. Exudado faringeo CLL 04 O | Os0a N 4 4
5. Exudado 6tico O 01 02 | OO N |
32. Exudado de piel Lo 01 O, | Os0Oa N 1] T
Pruebas de inmunologia
6. IgA L Jl_|gL 01 O | O304 (N 4/ I
7. 19G | _ll_lg/L 01 0o Os Oa (I 1 I
8. IgM |__ll_lgL 01 Oz |Osa L
Pruebas de estrés oxidativo
9. MDA | Jl__| umol/L 01 Oz | D3 04 N U S
10. PAOP L L_ll__umol/L 0. 0o | Os Oa | ]|
11. SOD || ][ U/ mL 01 0o Oz Oa |
12. CAT L JurmL 01 O | O304 N 14 Y ]
13. FRAP __.|_|l__| mMFe"/L 04 O, Oa O Y 14 Y/
14. GPx Y |||
| U/ mL a1 L2 Uz U4
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Evaluacién clinica al mes

Categorias

4 Situacibn médica desfavorable, presenta complicaciones, enfermedades

infecciosas mayores recurrentes e ingresos hospitalarios

Si | No
1 No tener enfermedades infecciosas bacterianas respiratorias, ni en la piel y no
presentar enfermedades parasitarias. Puede manifestar hasta dos infecciones 0.0,
virales
2 Presentar hasta dos infecciones respiratorias y cutaneas de etiologia bacteriana,
una enfermedad parasitaria y dos enfermedades infecciosas virales. Doyl
3 Presentar mas de dos infecciones bacterianas respiratorias o cutanea. Tener 0.l

1 2

infeccion parasitaria recurrente aguda (IPRA) y mas de dos infecciones virales.

1|02

Segun lo marcado en la tabla anterior se incluird como.
5 Evaluacion satisfactoria [J
6 Establel
7 lguall]
8 Peorl]
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EVALUACION DE RESPUESTA

2. Evaluacion a los seis meses

1. El paciente asisti6 a la evaluacion: Si [/ 1 No (],

2. Fechadelaevaluacion:| | |/ | /I | |(dd/mm/aa)
3. Examenes de Laboratorio
Fecha (Dia/Mes/Afo)
E::rzjgtlglsog; Resultado NO
realiz | Normal Anormal
ado
Hemoglobina ] ] g/l 01 02 Os Oa O 4 I 1
Conteo global de 9
leucocitos ||| |__| x10%L 01 02 U3 Ua |
Neutréfilos | |% 01 02 O3 Oa |/
Linfocitos || % 01 02 Os Oa Y/ )
Eosindfilos || % 01 02 Os Oa Y/ )
TGP L JUL 01 02 03 04 [
TGO L JUL 01 02 03 04 [
Fosfatasa alcalina || | JU/L 01 02 03 04 [
Creatinina L | _Jumol/ |01 02 03 04 V)
L
Urea I |__ll__] mmol/L 01 02 03 04 [l
03z disminuido [14 aumentado
Pruebas de laboratorio de Microbiologia
Heces fecales I | 01 D2 |Osla |1
Gram en Heces fecales LI 04 O» Oz Oa |
Coprocultivo T 01 D2 |Dsla I o
Exudado faringeo Ll 0. ol Oz Oa I 1 I 1
Exudado otico Ll 0. ol Oz Oa I 1 I 1
Exudado de piel T e D2 | 0a O o ——
Pruebas de inmunologia
IgA L J_JgL 01 Oz |03 0a |11/
19G | l_ll_lg/L 01 Oz Oz Oa |1
IgM | l_ll_lg/L 01 Oz Oz Oa |1
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Evaluacioén clinica alos 6 meses

Categorias

Si | No
1 No tener enfermedades infecciosas bacterianas respiratorias, ni en la piel y no
presentar enfermedades parasitarias. Puede manifestar hasta dos infecciones 0.0,
virales
2 Presentar hasta dos infecciones respiratorias y cutaneas de etiologia bacteriana,
una enfermedad parasitaria y dos enfermedades infecciosas virales. 0.0
3 Presentar mas de dos infecciones bacterianas respiratorias 0 cutanea. Tener ol

1 2

infeccion parasitaria recurrente aguda (IPRA) y mas de dos infecciones virales.

O1 |02

4 Situacibn médica desfavorable, presenta complicaciones, enfermedades

infecciosas mayores recurrentes e ingresos hospitalarios

Segun lo marcado en la tabla anterior se incluird como.
9 Evaluacion satisfactoria [
10 Estable(]
11 Iguall]
12 Peorl]
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OsT sistémica en individuos con DIgA

Cumplimiento del tratamiento con OsT

Edad:

OBSERVACIONES

ozonoterapia

SEEEEENES === |= = === == = l=l=s|=|= =sl=l=l=|=
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Cumplimiento del tratamiento con Hebertrans®

Edad:

OBSERVACIONES

Hebertrans®

RN U O O [ Y O O I Y I Y O B (|
]
P P e e e e T T e e e e
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O | | |
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S13 (Y | o Y O Y I
S14 (Y | o Y O Y I
S15 (Y | o Y O Y I
S16 (Y | o Y O Y I

Eventos Adversos
¢ El paciente presentd Eventos Adversos? .  SilJ1 No [J2
En caso de respuesta afirmativa complete el Modelo de Eventos Adversos.

En caso de presentarse eventos adversos serios o inesperados complete el

Reporte Expedito
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EVENTOS ADVERSOS

. Actitud
Tipo de Graflo Resultado | Grave | respecto Lote
EA fecha segun del EA dad al parara el
CTC - Hebertrans
farmaco
Ll I 1 I I . L L L Y Y
Ll I 1 I I L L L L Y Y
(- I I | | L Ll Y Y Y
(- 1 | L L L Y A
(- 1 | L L L Y A
(- 1 | L L L Y A
(- 1 L L L L Y A
(- 1 | L L L Y A

Grado segun latabla: 1.Ligero 2. Moderado 3.Severo 4. Que amenaza

la vida del paciente 5. Que causa la muerte

Resultados del evento adverso: 1. Efecto reversible; 2 Efecto irreversible.; 3.
Muerte.

Gravedad: 1. Grave/serio, 2 No grave/No serio

Actitud respecto al farmaco: 1. Sin cambios, 2. Modificacion de dosis, 3.

Interrupcion temporal, 4. Interrupcion definitiva.
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INTERRUPCION DE TRATAMIENTO

1. El paciente interrumpio el tratamiento  Si (1 No(l2

Completar en el momento que el paciente interrumpe tratamiento

2. Fecha de interrupcion del tratamiento: | __ | |/|_|__|/|_|__| (dd/mm/aa)

3. Causa de interrupcion del tratamiento (Marque la més apropiada, solo una):

Reacciones adversas severas 0 que amenazan la vida, en cualquier momento

U1 . )
de ejecucion del ensayo

(2 | Deterioro del estado clinico del paciente.

(4 | porirregularidades en el cumplimiento del protocolo de tratamiento

Us | Fallecimiento

6 | Abandono voluntario

(7 | Aparicion de alguno de los criterios de exclusion.

e En caso de que la interrupcién sea por fallecimiento del paciente, complete

el modelo de terminacion.

e En caso de que la interrupcién sea por otra causa, complete el modelo de

terminacion cuando fallezca el paciente o al finalizar el estudio.
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Anexo 3
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Figura 2. Patrén inmunofenotipico, por citometria de flujo, de la sangre
periférica del paciente LHS con deficiencia absoluta de inmunoglobulina A.
Secuencia de andlisis: A: diagrama de puntos de células mononucleres, segun el tamafio
(FS) y la granularidad (SS). B: uso del Gate CD45APC/SS, que separa los linfocitos
maduros (AS) del resto de las células.C: Histograma que muestra la expresion disminuida
del antigeno CD19 (7,82 %) segun los valores de referencia para el grupo de edad (10-19
%). D y E: diagrama de puntos de cuatro cuadrantes que muestra la coexpresion de los
antigenos CD3 y CD8/CD4. D: Muestra coexpresion de CD3 y CD8. AE2: representa los
linfocitos CD3+/CD8+ (24,72%). E: coexpresion de CD3 y CD4. AE2: representa los
linfocitos CD3+/CD4+ (26,93%) disminuidos, segun los valores de referencia para la edad
(28-57%)).
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A B
[Ungated] FS INT / SS INT [N] CD45PerCPFL4 INT / SS INT
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Figura 3. Secuencia de andlisis para la determinacién de las células asesinas
naturales. A: patron inmunofenotipico por citometria de flujo de la sangre periférica del
paciente ACM. B: uso del Gate CD45PerCP/SS, que permite la separacion de los linfocitos
maduros (AS) del resto de las células. C: diagrama de puntos que muestra la separacion
de los linfocitos TCD3+ (AT: rosado) y las células CD3- (S: azul). D: diagrama de puntos
de cuatro cuadrantes que muestra las células asesinas naturales, AE2: CDS3-
/CD16+/CD56+ que representan 0,02% del total de células contadas y estan disminuidas
segun los valores de referencia para la edad del paciente (6-27%).
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