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Accién del ozono sobre Entamoeba histolytica

Ozone action on Entamoeba histolytica
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Resumen

La amebiasis es un importante problema de salud sobre todo en paises tropicales, es
considerada la tercera causa de muerte entre las enfermedades parasitarias en todo el mundo.
La amebiasis se manifiesta por transmision de quistes de Entamoeba histolytica a través de la
via fecal-oral a partir de agua o alimentos contaminados.

La ozonoterapia, consiste en la aplicacion de una mezcla de oxigeno médico con ozono el cual
es una molecula formada por tres atomos de oxigeno O3. Entre los efectos bioldgicos del ozono,
el primer lugar lo ocupa tradicionalmente el efecto germicida. Esta accion del ozono actua
cuando se aplica por una via externa, siguiendo las diversas modalidades terapéuticas,
principalmente en concentraciones elevadas.

El primer objetivo del ozono son las membranas plasmaticas de la célula y las modificaciones
inducidas por el ozono en el contenido intracelular, es decir, oxidacién de proteinas
citoplasmaticas y alteracion de las funciones de los 6rganos.

En este estudio se logré demostrar mediante las diferentes técnicas microscopicas el impacto
del ozono sobre la amiba, encontrando el dafio a membranas, asi como las diferentes
reacciones que tiene para llegar al objetivo final que es la muerte de los trofozoitos. Con las
diferencias entre cada una de las técnicas y dosis empleadas para dicho experimento, se
encontraron resultados significativos para sugerir el uso germicida del ozono, particularmente
contra parasitosis por E. histolytica.
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Abstract

Amebiasis is a major health problem, especially in tropical countries, and is considered the third
leading cause of death among parasitic diseases worldwide. Amebiasis is manifested by the
transmission of Entamoeba histolytica cysts through the fecal-oral route from contaminated
water or food. Ozone therapy consists of the application of a mixture of medical oxygen with
ozone, which is a molecule formed by three atoms of oxygen O3. Among the biological effects
of ozone, the first place is traditionally occupied by the germicidal effect. This action of ozone
acts when applied externally, following the various therapeutic modalities, mainly in high
concentrations. The first target of ozone is the plasma membranes of the cell and the
modifications induced by ozone in the intracellular content, i.e., oxidation of cytoplasmic proteins
and alteration of the functions of the organs.

In this study it was possible to demonstrate by means of different microscopic techniques the
impact of ozone on amoeba, finding the damage to membranes, as well as the different reactions
that it has to reach the final objective which is the death of the trophozoites. With the differences
between each of the techniques and doses used for this experiment, significant results were
found to suggest the germicidal use of ozone, particularly against E. histolytica parasitosis.
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1. Introduccion

La amibiasis es causada por el parasito protozoario Entamoeba histolytica. Este parasito
invade la pared del colon originando disenteria aguda o diarrea cronica de gravedad
variable. Los trofozoitos también pueden ser transportados por la sangre hacia el higado
en donde forman abscesos hepaticos. Rara vez se diseminan a los pulmones, cerebro u
otros 6rganos, o invaden la piel perianal. (J.Gallego, 2007).

Actualmente se estima que la incidencia de esta enfermedad es de aproximadamente
50 millones de personas con infecciones sintomaticas y causa 100.000 muertes al afio.

El hombre es el unico huésped establecido y es universalmente susceptible. Sdlo los
quistes son infecciosos ya que sobreviven a la acidez gastrica cuando se ingieren en
tanto que los trofozoitos son destruidos.

E. histolytica existe en dos formas en la luz y en las criptas mucosas del intestino grueso:
Quiste (10 a 14pm) y trofozoitos méviles (12 a 50 uym). Cuando no hay diarrea, los
trofozoitos se enquistan en el intestino grueso; los trofozoitos que se eliminan al
ambiente mueren con rapidez, pero los quistes, permanecen viables en el suelo y el agua
durante meses bajo condiciones apropiadas de temperatura y humedad.

La transmisién regularmente ocurre por la ingestion de quistes en alimentos o agua
contaminados con heces. Las moscas y otros artrépodos también sirven como vectores
mecanicos. La transmision resulta de la contaminacion de alimentos por las manos de
quienes los manejan. En donde se utiliza excremento como fertilizante, es con frecuencia
una fuente de contaminacién de alimentos y agua. El contacto de persona a persona es
importante en la transmisién; en consecuencia, hay que examinar las heces de todos los
miembros de la familia de la persona infectada. (M, 1994)

Existe una especie muy similar llamada E. dispar cuyos quistes y trofozoitos tienen el
mismo aspecto que los de E. histolytica sin embargo, esta especie esta considerada
como no patégena. Existen factores de riesgo conocidos para presentar un absceso
amebiano hepatico como por ejemplo el sexo, alcoholismo, padecimientos oncoldgicos,
practicas homosexuales, inmunosupresién y habitar o viajar a zonas endémicas.
(J.Gallego, 2007)
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Esta enfermedad puede producir multiples manifestaciones, desde estado de portador
asintomatico (la situacién mas frecuente) a cuadros de diarrea poco importantes o de
disenteria grave, con ocasional ulceracién colonica (Rodriguez, 2014). Por via
hematogena desde el colon puede llegar al higado, provocando la formacién de un
absceso amebiano hepatico con tipico contenido achocolatado. Otra complicacion es la
presencia de masas pseudo tumorales en el ciego llamadas amebomas. Cuando se
presenta el absceso hepatico amebiano suele existir una clinica de presentacion aguda
consistente en fiebre de una o dos semanas de evolucion y con temperatura de entre
38,5 °Cy 39,5 °C, asi como dolor en hipocondrio derecho y hepatomegalia. Para viajeros
que regresan de una zona endémica la presentacién por lo general ocurre dentro de un
periodo comprendido entre las 8 a 20 semanas.

Ocasionalmente la enfermedad puede ser mas cronica con meses de fiebre pérdida de
peso y dolor abdominal.

Para el diagndstico seran utiles tanto la microscopia fecal del patégeno como la eco
abdominal. El diagndstico de la amebiasis intestinal se realiza mediante el examen
directo de heces, mientras que el absceso amebiano debe diagnosticarse por serologia,
con una sensibilidad del 90% a partir de la primera semana. Caracteristicamente y a
diferencia de la disenteria bacteriana, no cursa con presencia de leucocitos en las heces
debido a la destruccion de estas células por el parasito.

El tratamiento habitual tanto en infeccion intestinal como en la hepatica debe incluir un
amebicida tisular (metronidazol tinidazol o cloroquina), seguido de un amebicida luminal
para erradicar el estado de portador asintomatico, dentro de estos ultimos se puede
utilizar paramomicina siendo de segunda eleccion el iodoquinol o el furuato de
diloxanida.

El metronidazol es el medicamento mas utilizado para combatir la amebiasis luminar y
hepatica, pero es tdxico y puede ser mutagénico para los pacientes cuando se usen
dosis altas, o como tratamiento a largo plazo. Generalmente se tolera bien, pero puede
causar nauseas, vomitos y calambres abdominales. Aunque las amebas resistentes a
los medicamentos no se describen con tanta frecuencia como lo son los parasitos de la
malaria resistentes a los medicamentos, se han informado diferencias en la
susceptibilidad a los medicamentos entre las cepas de amebas. Los informes sobre el
fracaso del tratamiento también indican que la resistencia a los medicamentos puede
adquirir importancia clinica en un futuro préoximo proporcionando entonces un impulso a
los esfuerzos para identificar y explotar terapias antiamebianas y alternativas y/o
complementarias.
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Presentacion

El alto grado de patogenicidad del protozoario parasito Entamoeba histolytica se debe a
su capacidad invasiva basada en los fenomenos de adhesion citdlisis y fagocitosis. La
adhesion como mecanismo de patogenicidad es un factor clave para entender el caracter
invasivo de esta amiba. En el proceso de adhesion se involucran distintas etapas; la
identificacion de la célula blanco, interaccion ligando-receptor y posteriormente la
compleja estructuracion del citoesqueleto de actina.

Efectos del ozono

La eliminacién de las bacterias y la inactivacion virica se relaciona con la concentracion
del ozono y el tiempo de contacto con los microorganismos las bacterias son las que se
destruyen con mayor rapidez.

Las propiedades germicidas del ozono no se limitan al 0zono en si, sino que se presentan
también en los productos de la reaccion de este gas con determinadas sustancias. Se
han utilizado aceites de origen vegetal, por ejemplo, aceite de oliva como medio
adecuado para la ozonoterapia. Los aceites ozonizados estabilizados, poseen un
caracter germicida y parasiticida muy intenso, que los hace utiles para el tratamiento de
un gran numero de enfermedades. Hay que destacar que frente a estos agentes no es
posible el fendmeno de resistencia microbiana, ya que actuan basicamente oxidando las
paredes microbianas. La hidrosolubilidad del ozono es 10 veces superior a la del
oxigeno. 49,0 mL de ozono por cada 100 mL de agua comparado con 4,89 ml de oxigeno
por cada 100 ml de agua. El agua ozonizada se prepara haciendo pasar el ozono por un
burbujeador de vidrio aglomerado y burbujeando el agua durante al menos 5 minutos
hasta lograr la saturacién. La estabilidad del ozono en solucién acuosa es escasa unos
5 a 6 minutos después de obtenida el agua ozonizada la concentracion de ozono
desciende un 25% con respecto a la concentracion inicial.

Los principios activos resultantes son hidroperdxidos y otros productos de la
peroxidacion lipidica que poseen propiedades germicidas inespecificas y ademas
inciden en un modo satisfactorio sobre los procesos de cicatrizacién y regeneracion de
los tejidos por todo ello son de gran utilidad en el tratamiento de infecciones locales. La
relativa estabilidad de los aceites con respecto al 0zono gaseoso proporciona ventajas
a este método terapéutico.

Dentro de los aceites vegetales mas empleados son el de girasol, y el aceite de oliva.
Con el uso de derivados ozonizados de estos aceites se ha desarrollado numerosos
estudios clinicos en los que han demostrado sus propiedades bactericidas, asi como su
capacidad para estimular la regeneracion de tejido epitelial.
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Accion germicida del ozono

Entre los efectos bioldgicos del ozono el primer lugar, o ocupa tradicionalmente el efecto
bactericida, viricida y fungicida. Esta accion directa del ozono se manifiesta de forma
general cuando se aplica por una via externa. Siguiendo las diversas modalidades
terapéuticas principalmente a concentraciones elevadas.

A diferencia de muchos antisépticos conocidos, el ozono no irrita ni destruye los tejidos
protectores de la persona, debido a que, a diferencia de los microorganismos, el
organismo multicelular del ser humano posee un potente sistema antioxidante de
defensa.

El primer objetivo del ozono son las membranas plasmaticas de la célula y las
modificaciones inducidas por el ozono en el contenido intracelular, es decir, oxidacién de
proteinas citoplasmaticas y alteracion de las funciones de los érganos. Esto se produce
probablemente por la accién de los oxidantes secundarios productos de la ozondlisis de
los lipidos de las membranas.

La accién del ozono en las membranas se dirige en primer lugar a las partes mas polares,
con su mayor accesibilidad desde el lado de la fase acuosa en el exterior de la célula.
La causa directa de la destruccién de las bacterias por la accién del ozono es el deterioro
local de las membranas plasmaticas lo que hace que las células bacterianas pierdan la
capacidad de mantenerse funcionales, reproducirse o ambas.

Bajo estas premisas, se realizaron pruebas sobre E. histolytica con aceite de oliva
ozonizado y ozono gaseoso para cuantificar la viabilidad del parasito; posteriormente se
utilizaron técnicas microscopicas para observar los cambios morfolégicos y de
estructuracion de citoesqueleto de actina una vez que se aplicaron diferentes
concentraciones de ozono al parasito.
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Materiales y Métodos

FC 40 pg/ml FC 20 pg/ml MO 40 pg/ml MO 20 pg/ml

3
‘L'\

Cultivo celular. Los trofozoitos de E. histolytica (cepa HM-1: IMSS) fueron cultivados en
tubos de borosilicato por 72 horas a 36 °C en condiciones axénicas en medio TY|-S-33.
El medio contenia 10% de suero bovino y vitaminas. (Llouis S. Diamond, 1978); (L. S.
Diamond, 1995). Los parasitos fueron recolectados enfriando los tubos a 4°C por 10
minutos para posteriormente centrifugarlos a 900 x g por 5 minutos. Una vez cuantificado
el numero de células, se procedié a hacer el inoculo en medio en condiciones normales
y en medio ozonizado.

Ozonizacion de medio. En medio TYI-S-33 se ozonizo a flujo continuo a una
concentracion de 40 ug/mL y 20 pg/mL respectivamente por 1 min previa inoculacién de
trofozoitos. El otro método fue ozonizacion del medio con los trofozoitos crecidos en su
etapa logaritmica. El medio se ozonizo con generador de ozono Biozon OXY con bomba
de vacio, BIOZON ®. Aceite ozonizado a 600mEq SAN-O3 ® colocando 1mL, 5mL, 10
mL respectivamente y un control de aceite de oliva extra virgen 500pl.

Cuantificacion de viabilidad. A los tubos con amibas, después de los diferentes
tratamientos antes mencionados se tomé una alicuota de 10ul del medio y 10ul de azul
tripano. Se coloco la mezcla en camara de neubauer para contabilizar las células
muertas y posteriormente porcentualizar la viabilidad.

Microscopia electronica de barrido. Los trofozoitos previamente tratados en las
diferentes condiciones de ozonizacion se colocaron en cubreobjetos recubiertos de
gelatina para ser fijados una hora después con glutaraldehido al 2.5% (v/v) en cacodilato
de sodio al 0.1M (pH 7.2), las muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes
de etanol, secadas a punto critico con CO2 31°C y 1100psi usando el aparato Samdri
780 (Tousimis Corp., Rockville, MD), y finalmente cubiertas con particulas de oro con un
equipo de dispersion idnica (JEOL JFC-1100). Las muestras fueron examinadas con un
microscopio electronico de barrido de emision de campo JEOL-JSM 7100F (JEOL Ltd.,
Tokyo, Japan).
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Microscopia confocal. Los trofozoitos para este analisis fueron fijados con
paraformaldehido al 4% durante 1 hora a temperatura ambiente, posteriormente se
lavaron con Buffer de fosfatos (PBS) y bloqueado por una hora con suero fetal bovino al
10% diluido en PBS. Las muestras fueron marcadas con faloidina rodamina (1:50)
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) por 30 minutos a 37°C, se lavaron, y finalmente
montadas con DAPI-Vectashield (Vector laboratories; Ontario, Canada) en cubreobjetos,
para ser observadas en el microscopio confocal LSM700 (Carl Zeiss Microimaging
GmbH, Germany).

Microscopia electréonica de transmision. Las amibas previamente tratadas con las
diferentes condiciones, se centrifugaron para obtener un conglomerado de trofozoitos,
se fijaron con glutaraldehido al 2.5% (v/v) en cacodilato de sodio al 0.1M (pH 7.2),
después se postfijaron con tetroxido de osmio al1% (w/v) y posteriormente deshidratadas
en concentraciones crecientes de etanol, las muestras fueron transferidas a una mezcla
de resina epoxica/etanol (1/1) y finalmente embebida en la resina pura para ser llevados
a polimerizacion en un horno a 60°C. Con ayuda de un ultra micrétomo se obtuvieron
cortes ultrafinos se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Estos cortes
se observaron en el microscopio electrénico de transmisién JEOL JEM- 1011 (JEOL Ltd.
Tokyo, Japan).

Analisis estadistico. Los datos obtenidos del estudio del porcentaje de viabilidad fueron
analizados utilizando la prueba Student ‘s t-test usando el sotfware GraphPad Prism 8.
Para determinar la significancia estadistica sobre la viabilidad se utilizaron los datos no
pariados usando la prueba para condiciones paramétricas considerando los valores P
como **** (P <0.0001), *** (P < 0.001).

Resultados
Aceite ozonizado

Se utilizé como primer abordaje el aceite ozonizado a 600 mEq O3, en 5 tubos de ensayo
con trofozoitos crecidos en su maxima capacidad por tubo. El primero se tomé como
control sin aceite ozonizado, el segundo con 1ml de aceite ozonizado, 5y 10 mL de
aceite respectivamente; sucesivamente un tuvo 5 también de control con aceite de oliva
extra virgen sin ozonizar.

Encontrando los siguientes resultados:

Del numero total de trofozoitos crecidos en cada condicién, se realizé una cuantificacion
de 100 células en camara de neubauer para detectar las células no viables por medio de
la técnica de azul tripano, arrojando los resultados que se describen en la siguiente tabla.

Tubo Control TmL aceite | 5mL aceite | 10 mL aceite | Aceite de oliva
o3 o3 o3 extra virgen

Porcentaje 100 % 100 % 92 % 81 % 97 %

de viabilidad
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El resultado en esta prueba a pesar de que con el aumento de dosis medido en mililitros
mostro una disminucién en la viabilidad del trofozoito, no arrojo diferencias significativas
en el porcentaje de viabilidad de las amibas. Esto se demuestra en la tabla 1 mostrada
anteriormente.

Medios ozonizados

El segundo abordaje fue medir el porcentaje de viabilidad, la observacién morfélogica,
ultra estructural y la estructuracion de actina de los trofozoitos con ozono gaseoso; esto,
utilizando flujo constante (FC) y medio ozonizado (MO) a concentraciones de 40 y 20
Mg/mL respectivamente.

Porcentaje de viabilidad

En este analisis se crecieron a los trofozoitos de E. histolytica bajo las diferentes
concentraciones de tratamiento por triplicado para cuantificar posteriormente su
viabilidad. Los resultados se muestran en la grafica 1. Respecto al control, los
tratamientos de FC fueron los que mostraron una diferencia significativa en la viabilidad
de las amibas siendo el tratamiento de 20ug/mL el que mostré una mortalidad casi del
100%; para los medios ozonizados a pesar de que se observo una reduccion en el
porcentaje de viabilidad, estos datos no demostraron significancia estadistica.

150

| *kkk I

* k%

100 T

50

% de Viabilidad

Tratamientos

Grafica 1: Porcentaje de viabilidad de E. histolytica bajo los diferentes tratamientos de
ozono. ***P < 0.001 para FC 40ug/mly ****P < 0.0001 para FC 20ug/ml
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Determinacion morfolégica por microscopia electrénica de barrido

Posteriormente a estas pruebas, utilizando la técnica de microscopia electrénica de
barrido se observé la morfologia que adquirieron las amibas después de haber sido
aplicado el ozono. Mostrando los siguientes resultados:

FC 40 pg/ml FC 20 pg/ml MO 40 pg/ml MO 20 pg/ml

‘L'\

La concentracion de 40 yg/mL en flujo continuo fue la condicion que mostré6 mayores
cambios morfologicos, estos se manifestaron por un cambio notable en la mayoria de
los trofozoitos observandose ampollas de gran tamafio en la superficie de los mismos;
un cambio notable en la membrana plasmatica fue descubierto bajo esta condicion. En
la condicion de 40 pg/mL con medio previamente ozonizado, mostré a las amibas con
una superficie regular uniforme y un buen numero de trofozoitos adheridos, sin embargo,
en esta condicion también se observé la formacion de ampollas, aunque de menor
tamano. La condicion de 26 ug/mL de flujo continuo también fue una de las condiciones
que mostré un cambio importante en el comportamiento de las amibas, debido a que en
esta condicion se observa una disminucion significativa de los trofozoitos adheridos y
una morfologia completamente redondeada; sugiriendo la disfuncionalidad de los
trofozoitos que incluso probablemente se encuentren muertos. En la ultima condicion de
26 pyg/mL de medio ozonizado se observd a una poblacion mas confluente y adherida
con una morfologia similar a la condicion de 40 uyg de medio ozonizado; la membrana
muy lisa y uniforme con algunas amibas que mostrabas pequefias ampollas en la
superficie membranosa.

Figura 1. Imagenes de microscopia de barrido electronico; el panel superior muestra un
area a menor aumento donde se observé de manera general la morfologia de las amibas
con los diferentes tratamientos de ozono. El panel inferior muestra en mayor aumento a
las amibas resaltadas con la flecha del panel superior.
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Estructuracion de actina por microscopia confocal.

Al ver tantas diferencias morfolégicas en cada una de las condiciones, se prosiguid a
analizar por microscopia confocal la estructuracion del citoesqueleto de actina en E.
histolytica en cada una de las concentraciones seleccionadas obteniendo los siguientes
resultados.

En este analisis se incluyé un control de amibas no tratadas para poder hacer la
comparacién con los tratamientos. El control mostroé los resultados caracteristicos del re-
arreglo del citoesqueleto de actina en E. histolytica mostrando actina cortical de manera
uniforme delimitando la membrana plasmatica y formacién de estructuras especializadas
conocidas como placas de adhesién y bocas fagociticas (marca fluorescente mas roja).
En la condicién de 40 ug/mL en flujo continuo intensidad de la marca decayé y solo se
observd mas concentracion de actina en las estructuras que parecen ampollas. En la
condicion de 40 pg/mL de con medio ozonizado la marca decay6é notablemente y
solamente pocas amibas mostraron una estructuracién de actina cortical, sugiriendo una
polimerizacidon de actina pobre. En la concentracion de 20 pg/mL de flujo continuo fue
dificil encontrar amibas adheridas, es por eso que solamente se aprecia en la imagen
una sola amiba y en consecuencia la polimerizacion de actina fue nula. En la condicion
de 20 pg/mL en medio ozonizado la polimerizacion de actina también fue menor, aunque
fue mas distribuida por todo el volumen celular citoplasmatico. En todas las condiciones
existi6 una variacién en la polimerizacién, lo que sugiere que el ozono si afecta
notablemente en este proceso biolégico indispensable de la amiba que le confiere
motilidad y patogenicidad.
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Campo claro Confocal

Control

MO 40 pg/ml FC 20 pg/ml FC 40 pg/ml

MO 20 pg/ml

Figura 2. Imagenes de microscopia de luz transmitida (lado izquierdo) y confocal (lado
derecho) mostrando la polimerizacion de actina con cada uno de los diferentes
tratamientos con ozono. Marca roja = actina polimerizada; marca azul = nucleos
celulares.
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Observacion ultraestructural por microscopia electronica de barrido y transmision
de forma integrativa

Un evento que se presentd en repetidas ocasiones por microscopia de barrido y que
correlaciona con los efectos producidos por el ozono, es la afectacion de la membrana
plasmatica. En el unico tratamiento que se observd un efecto donde el ozono afectd
notablemente la membrana de E. histolytica fue en la concentracién de 40 ug/mL a flujo
continuo. Debido a esto, se seleccion6 este tratamiento para visualizar la membrana
celular de las amibas a nivel ultra estructural por medio de microscopia electrénica de
transmision.

El efecto del dafio celular especialmente en la membrana (asteriscos blancos) fue
observado por microscopia de barrido. Subsecuentemente las imagenes de los cortes
ultra finos que se observaron por microscopia electronica de transmision (imagenes
centrales) mostraron a los trofozoitos con un dafio membranal muy caracteristico. El
recuadro punteado de estas imagenes se ve en mayor aumento en las ultimas fotografias
donde podemos apreciar a nivel ultra estructural el dafio y a su vez las imagenes
sugieren una degradacion intensa de la membrana plasmatica.

Figura 3. Panel superior muestra las imagenes obtenidas por microscopia electronica de
barrido donde se aprecia un dafio en la membrana celular de los trofozoitos (asteriscos
blancos); las imagenes centrales tomadas con microscopia electronica de transmision
muestran a nivel ultra estructural la morfologia de las amibas tratadas con 40 ug/mL de
flujo continuo de ozono. El recuadro punteado hace referencia a las imagenes inferiores
capturadas con mayor aumento de esa zona.
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Discusién y Conclusiones

El primer objetivo del ozono son las membranas plasmaticas de las células, las
modificaciones inducidas por el ozono en el contenido intracelular (oxidaciéon de
proteinas citoplasmaticas, alteracioén de las funciones de los organulos) se producen por
la accidén de los oxidantes, productos de la ozondlisis de los lipidos de las membranas,
en el estudio con ayuda de la microscopia electronica de barrido se logro observar
claramente dicho dano a la membrana plasmatica con las diferentes concentraciones
utilizadas, eligiendo las mas representativas a una concentracion de 40 ug/mL.
(Schwartz, Manual de Ozonoterapia clinica , 2017)

El aceite ozonizado clinicamente se utiliza via oral con favorables resultados en
parasitologias (Schwartz, Declaracion de Madrid sobre la Ozonoterpaia, 2015), sin
embargo, se observo que de forma directa sobre los trofozoitos no se dieron cambios
representativos probablemente por la solubilidad del medio con el aceite debido a que
son hidrofobos, y al ser ingerido por el hospedero cursa con un metabolismo diferente.

En este caso con el aceite ozonizado no se observaron resultados favorables, sin
embargo, el metabolismo humano pauta la diferencia en su mecanismo de accion, y
probablemente tenga una mayor eficacia demostrada utilizarlo como un mecanismo
preventivo el consumo de aceite ozonizado mas que un tratamiento de la enfermedad.

A pesar que en la bibliografia consultada se reporta la aplicacion de ozono en
concentraciones elevadas (Schwartz, Manual de Ozonoterapia clinica , 2017), se logré
diferenciar que, a una concentracidn mas baja, la cantidad de trofozoitos de E. histolytica
muertas era del 100% contra la concentracion alta que si bien, si nos daba alteraciones
morfoldégicas evidentes e imagenes sugerentes a una préxima apoptosis, se observaban
varios trofozoitos de E. histolytica aun viables.

La ozonoterapia es una terapia complementaria apta para tratar parasitosis tales como
la amebiasis por E. histolytica, dado que el estudio se hizo directo sobre el patégeno, se
logro demostrar el dafio tanto a membranas plasmaticas como a la polimerizacién de
actina, sugiriendo que el ozono afecta de forma notable el proceso biolégico que permite
a la amiba ser hospedero.

En cuanto a las concentraciones, ambas utilizadas mostraron cambios notables, sin
embargo, a una concentracion mas baja la mortalidad de las amibas era mayor, ya que
a concentraciones altas, la amiba reacciona de forma “de defensa” ante el ataque pero
no muere de forma inmediata.

Quedando por entendido que si bien, el aceite de ozono en este estudio no dio resultados
relevantes, no esta excluido como una excelente opcién, sin embargo es necesario del
huésped para poder metabolizarlo y entonces el ozono actuar directamente sobre el
hospedero, y en este caso no fue un estudio de forma clinica en pacientes.
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