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Basi farmacologiche dell’azione
dell’ossigeno-ozono terapia

P.RICHELMI, L. VALDENASSI, E. BERTE

Dipartimento di Medicina Interna e Terapia Medica, Facoltd di Medicina e Chirurgia; Universita degli Studi di Pavia

RIASSUNTO - Le tappe fondamentali dell’O3 nell’organismo sono, a quanto oggi noto, le seguenti:

Il trattamento di 300 g di sangue con ozono 80 ug/cc induce dopo 5 minuti il massimo valore della
pO, mentre i valori del pH e della pCO; rimangono invariati.

L’O5 ha una emivita brevissima (circa un secondo) e si decompone in modo rapidissimo nel plasma
generando una cascata di prodotti ossidanti tra i quali fondamentali sono i lipoperossidi e gli ozonidi.
Questi ultimi composti, pure con emivita relativamente breve, sono necessari per l'attivazione cellulare.

La presenza dei composti ossidanti generati dall’O; non comporta effetti tossici per le cellule perché
sia il plasma che "ambiente intracellulare contengono una varieta di sostanze e sistemi enzimatici antios-
sidanti, capaci di bloccare 'eventuale eccesso di sostanze ossidanti.

All’'interno della sacca non vi ¢ formazione di metemoglobina e I’emolisi massima non supera 2,4 +
0,5%, questo valore & circa 25 volte inferiore a quello che potrebbe causare emoglobinuria da overflow.

L’aumento massimo del glutatione ossidato intraeritrocitario non supera il 10% ed ¢ totalmente re-
versibile in circa 30 minuti, mentre i lipoperossidi plasmatici aumentano di 2-3 volte subito dopo P'ozo-
nizzazione e ritornano a valori normali in circa 9 ore.

Non si osservano danni morfologici cellulari rilevabili con microscopia elettronica, né modificazioni
della vitalita cellulare.

In vivo durante autoemoterapia & stato notato aumento del 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG) negli eri-
trociti che, provocando uno spostamento a destra della curva di dissociazione della emoglobina, favorisce
la cessione di O; ai tessuti.

E interessante e significativo osservare una induzione della produzione di citochine quali interferone
(IFN) o, B e v. fattore della necrosi tumorale (TNF o), interleuchine (IL) 1,2, 4, 6, 8 e 10, granulopoietine
(GM-CSF), e transforming growth factor B (TGF ).

Pharmacological Principles Underlying
Oxygen-Ozone Therapy

Key words: oxygen-ozone therapy, free radicals

SUMMARY - The oxygen/ozone mixture (also called medicinal ozone) used in medicine is 1-40
ug/ml of oxvgen, i.e. ozone concentrations are about thirty times lower than those applied in industry. Ozone
affects the metabolism of oxygen enhancing the flexibility of erythrocyte membranes with a consequent im-
provement in blood circulation.

Oxidation reactions preferably occur with molecules for which ozone has an affinity. This preferential
mechanism is important because it is the basis of the body’s ability to protect itself from possible negative
effects of ozone such as the inactivation and destruction of aminoacids and the peroxidation of molecular
complexes like lipids and/or nucleic acids. The result of ozone’s action on coenzymes and directly on or-
ganic substances is its effect on three key metabolic lines. In glucidic metabolism, ozone accelerates glycol-
ysis. Ozone mainly intervenes in protein metabolism due to its marked affinity for sulphydryl groups (e.g.
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glutathione). However, aminoacids and hence protein molecules in the body are protected from inactivation
by ozone by two reactions which prevent their degradation: the oxidation of glutathione followed by the ox-
idation of the coenzymes NADH and NADPH. In lipid metabolism, ozone reacts directly with the unsatu-
rated fatty acids. In an environment rich in water, this reaction leads to the formation of peroxidases with

subsequent hydrolytic fission of the lipid chains.

These effects on metabolism explain the action of ozone which includes: positive changes in the rheol-
0gy of the microcirculation and reduction mechanism of haemoglobin resulting in greater oxygen uptake by
tissues; bactericidal, fungicidal and virus-inactivating effect; anti-inflammatory and analgesic effects; effect

on the immune system.

Ozone is only toxic when inhaled as it leads to congestion and inflammation of the airways with possi-
ble irreversible structural changes to the ciliated cells. Oxygen-ozone mixture administered by injection has
no significantly toxic effects, as shown by a large clinical series.

Introduzione

Lozono, componente naturale dell’atmosfera, ¢
una forma allotropica dell’ossigeno, con simbolo
O3 e peso molecolare 48; si trova nell’aria alla
quantitd media di 0,02 mg per ma.

La sua solubilita in acqua & maggiore di quella
dell’ossigeno, reagisce con i composti organici con-
tenenti doppi o tripli legami addizionando i tre a-
tomi di ossigeno al legame non saturo con forma-
zione di ozonidi. 1 gruppi —-SH, =S, -NH,, =NH,
-OH e -CHO dei composti organici sono facil-
mente ossidati dall’ O3, mentre non vengono quasi
affatto attaccati gli idrocarburi saturi'.

La reazione dell’ozono con sostanze organiche
insature che contengono un doppio legame ¢ una
caratteristica molto importante, 1’ozono, infatti,
reagisce a livello di questo doppio legame provo-
candone la scissione; questa reazione viene defi-
nita “ozonolisi” “.

La reazione avviene in due fasi: nella prima si
ha I'addizione di ozono al legame non saturo con
formazione dell’ozonide corrispondente, nella se-
conda questo si decompone. Nello studio della
struttura dei composti organici, I'O3 permette di
individuare la posizione nella molecola dei legami
non saturi e si utilizza anche per preparare aldeidi
e acidi.

In un mezzo acquoso come il sangue gli ozonidi
si trasformano immediatamente in idroperossidi
stabili. I perossidi hanno la capacita di cedere ossi-
geno quando aumenta il pH, per esempio negli
ambienti protonici, caratteristica fisico-chimica ti-
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pica dei processi degenerativi e/o ischemici. I lipo-
perossidi che derivano dalla rottura di una catena
degli ozonidi perdono la idrofobicita caratteristica
dei lipidi e diventano solubili in acqua poiché sono
composti lipidici a catena breve*.

Occorre sottolineare che in campo medico si u-
tilizza abitualmente una miscela di 0,03 detta an-
che ozono medicale in cui 'Oz & presente in con-
centrazioni 30 volte inferiori rispetto all’uso indu-
striale: da 1 a 40 yg/ml di ossigeno .

Caratteristiche biochimiche
dell’ossigeno-ozono terapia

Gli effetti e le indicazioni dell’ossigeno-ozono
terapia, si basano essenzialmente sulle sue pro-
prieta biochimiche. La pili importante di queste ¢
rapportabile alla capacita dell’ossigeno di legare
elettroni (essendone 1'ozono una forma allotro-
pica). Ne risulta che la massima energia libera si
ottiene dalla riduzione tetraelettronica ad acqua,
che pertanto rappresenta il prodotto di massima
riduzione dell’ossigeno. Anche la riduzione
dell’'H,05, e dell’OH- ¢ estremamente favorevole
ma in questo caso il potenziale di ossido-riduzione
¢ cosi alto da rendere queste reazioni indiscrimi-
nate nel loro attacco alle molecole circostanti.
Quest’ultimo potrebbe essere 'aspetto negativo
della riduzione biologica dell’ossigeno *"; in
quanto si pud indurre un’accelerata degradazione
delle membrane biologiche, anticipando I'invec-
chiamento delle cellule e conseguentemente degli
organismi.
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In realta la cellula possiede dei sistemi che si
oppongono all’accumulo di tali prodotti e i tra-
sformano prima che essi possano risultare dannosi
per la cellula stessa®. Cosi ad esempio, I'ozono di-
mostra una notevole affinita per il glutatione
(GSH) che viene trasformato nella sua forma di-
sulfidica dall’enzima GSH-perossidasi:

2 GSH + H,0; — GSSG + 2H,0

Il glutatione cosi ossidato, tramite I’enzima
GSH-reduttasi viene nuovamente reso disponibile
nella sua forma ridotta dalla seguente reazione:

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP+

Questo meccanismo svolge un ruolo di prote-
zione dei lipidi di membrana dalla eventuale pe-
rossidazione, oltre a garantire la difesa degli acidi
nucleici e delle proteine a livello endocellulare “.

Risulta chiaro come, in presenza di diversi sub-
strati ossidabili, le reazioni di ossidazione avven-
gano preferibilmente con quelli verso cui 'ozono
ha maggiore affinita. Solo dopo ’esaurimento del
primo substrato si avra la reazione con un’altra so-
stanza e cosi di seguito. Questo meccanismo di
“priorita” &€ molto importante perché su di esso si
basano le capacita dell’organismo di proteggersi
da eventuali effetti negativi dell’ozono. Fonda-
mentale, per la comprensione degli effetti dell’o-
zono ¢ illustrarne la sua azione sui coenzimi.
Come & noto i coenzimi hanno una notevole im-
portanza nel metabolismo perché si inseriscono
tra gli enzimi formando intermedi attraverso cui
diventa possibile lo scambio di “sostanze” .

Conseguenza dell’azione dell’ozono sui coen-
zimi e direttamente sulle sostanze organiche & il
suo intervento sulle tre linee fondamentali del me-
tabolismo:

Metabolismo glucidico — Uno degli effetti prin-
cipali & I’accelerazione della glicolisi; com’¢ noto,
infatti, condizione fondamentale per garantire la
continuita del processo ¢ la costante riossidazione
del NADH (o nella catena respiratoria in presenza
di ossigeno, o nei muscoli con la glicolisi anaerobia
a spese dell’acido piruvico).

Metabolismo protidico — Nel metabolismo proti-
dico, I'ozono interviene principalmente grazie alla
sua notevole affinita verso i gruppi sulfidrilici. Un
esempio tipico gid riportato ¢ la reazione con il
peptide glutatione '

L'ozono potrebbe reagire, con lo stesso mecca-
nismo, con aminoacidi essenziali quali la metio-
nina (contenente gruppi SH) ed il triptofano (que-
st'ultimo pur non contenendo gruppi sulfidrilici
reagisce bene con 1’ozono) nonché con altri ami-
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noacidi contenenti zolfo (cisteina). Anche in que-
sto caso gli aminoacidi risultano protetti dalla i-
nattivazione da ozono da due reazioni che preven-
gono la loro degradazione: anzitutto P'ossidazione
del glutatione ed in seguito I'ossidazione dei coen-
zimi NADH ¢ NADPH, reazioni chiave nel mec-
canismo biochimico dell’ozono *.

Metabolismo lipidico — L’ozono reagisce diretta-
mente con gli acidi grassi insaturi, che presentano
un doppio legame carbonio e sono quindi disponi-
bili per una reazione ossidativa. La reazione por-
terebbe, in un ambiente particolarmente ricco di
acqua, alla formazione di perossidi con seguente
scissione idrolitica delle catene lipidiche. Le ca-
tene lipidiche vengono cosi frammentate con per-
dita del loro carattere idrofobo e si trasformano in
componenti idrofili.

Fisiopatologia dell’Ozono

Le premesse biochimiche portano ad alcune
considerazioni inerenti le caratteristiche dell’O;,
rendendo ragione dell’ampio spettro di azione
dell’Oj3 sull’organismo e dell’ampia gamma di in-
dicazioni al suo utilizzo.

Effetti sul metabolismo

A) Aumento della glicolisi — L'elevata quantita
di energia che si libera dalla demolizione aerobica
del glucosio viene utilizzata per la sintesi di ATP,
ma & evidente che Defficienza del processo di-
pende dal continuo apporto di ossigeno .

Vi sono circostanze nelle quali la richiesta di
ATP da parte di diversi organi aumenta notevol-
mente (patologie degenerative, necrotiche o in-
fiammatorie o nel muscolo scheletrico e cardiaco
sottoposti ed un esercizio fisico violento). In que-
sti casi I'improvviso aumento della richiesta di
ATP puo essere solo in parte soddisfatta da un au-
mento della velocita dei processi ossidativi mito-
condriali e Papporto di ossigeno rimane comun-
que insufficiente rispetto al fabbisogno. In queste
condizioni € la glicolisi che riesce a sopperire la
necessita di richiesta di ATP per assicurare il fab-
bisogno di energia necessaria al mantenimento
dell’omeostasi cellulare nonché delle prestazioni
richieste. Cio rende evidente come 'accelerazione
della glicolisi provocata dall’Os, in seguito alla sua
azione sui coenzimi, conduce ad una aumentata
formazione di ATP.

B) Attivazione del metabolismo dei lipidi — Que-
sto effetto & ascrivibile all’ozono sia attraverso un
intervento sul catabolismo dei grassi sia per un ef-
fetto lipolitico diretto. Tutto cid ha come conse-
guenza una maggiore produzione di energia che
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risulta utile in tutte quelle condizioni, soprattutto
fisiologiche, in cui & richiesto un aumento del la-
VOTO.

Effetti sui globuli rossi e sul microcircolo

La membrana eritrocitaria & composta struttu-
ralmente da proteine, idrati di carbonio e fosfoli-
pidi. La prima fase della reazione & rappresentata
dalla reazione dell’ozono con i doppi legami degli
acidi grassi insaturi della membrana degli eritro-
citi (addizione elettrofila), per cui perossidi a ca-
tena breve penctrano negli eritrociti stessi, in-
fluenzandone il metabolismo®. Cid comporta un
aumento della demolizione dello zucchero ed il
prodotto piti importante di questa concatenazione
di reazioni ¢ il 2-3 difosfoglicerato che, in quanto
sostanza de-ossigenante, rappresenta l’elemento
chiave dell’effetto terapeutico dell’ozono grazie
allo spostamento a destra della curva di dissocia-
zione dell’emoglobina .

Draltro canto la formazione dei perossidi porte-
rebbe ad un aumento degli ioni idrogeno all’in-
terno dei globuli rossi, poiché I’emoglobina ossige-
nata si comporta come un acido pil forte rispetto
alla emoglobina deossigenata, tale modificazione
del pH variando Paffinita dell’Hb per 'ossigeno
porterebbe ad una maggiore cessione dello stesso
(effetto Bohr).

Azione sulla reologia

La somministrazione di ozono induce, a basse
concentrazioni, una riduzione della viscosita ema-
tica globale e dell’aggregabilita piastrinica .

Tali modificazioni eritrocitarie sono testimo-
niate da un aumento della filtrabilita eritrocitaria
nei capillari pitt piccoli, dove le emazie invece di
muoversi disordinatamente si allineano e proce-
dono lungo I’asse del vaso disponendosi a pila (ef-
fetto Fahraeus-Lindquist), aumentano la deforma-
bilita facilitando cosi gli scambi metabolici.

Azione battericida, fungicida e virustatica

L’azione battericida e fungicida discende dal
contatto diretto tra ’ozono ed i microrganismi ed
¢ dovuta alla distruzione della capsula sottoposta
al processo ossidativo determinato dal gas e/o dai
perossidi.

L'azione virustatica dell’ozono e quella dei suoi
perossidi si esplica a carico dei recettori cellulari
presenti sulla superficie virale in modo tale da im-
pedire il contatto tra virus e cellula bersaglio; ne
consegue che tutto il ciclo replicativo viene arre-
stato. Infatti [a penetrazione del virus nella cellula
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¢ possibile in quanto gli accettori del virus sono co-
stituiti da N-acetilglucosamina mentre i recettori
cellulari sono costituiti da N-acetilneuraminico *.

La coppia di elettroni libera appartenente all’a-
zoto dell’N-acetilglucosamina rappresenta il punto
di attacco da parte della molecola elettrofila del-
I’ozono e dei suoi perossidi. Il virus sottoposto al
processo di ossidazione ed alla mutazione della
configurazione elettronica del sito non potrebbe
pitt formare legami con la cellula e pertanto ver-
rebbe bloccato nella sua reazione di adesione e
reso inattivo.

Azione immunomodulante

E stato osservato che agenti ossidanti come il
perossido di idrogeno possano stimolare ’attiva-
zione dei linfociti o dei monociti causando il rila-
scio di citochine tra cui: interferoni, fattore di ne-
crosi tumorale ed interleuchine”.

Gli effetti dell’ozono in tal senso sono stati va-
lutati in patologie autoimmunitarie, sia sommini-
strandolo da solo sia in associazione a terapia im-
munosoppressiva. Si & giunti alla conclusione che
tale gas riesce sia in vitro che in vivo, a determi-
nare un effetto immunomodulante verificabile a
livello ematico con la graduale riduzione delle im-
munoglobuline sieriche e la rapida caduta della
clearance degli immunocomplessi circolanti. Dati
di laboratorio consentono di evidenziare un ruolo
induttivo da parte dell’Os3, sulla produzione di di-
verse citochine, quali: (IFN)a, B e v, fattore di ne-
crosi tumorale (TNFa), interleuchina (IL) 1, 2, 4,
6, 8 e 10, granulopoietine (GM-CSF) ¢ transfor-
ming growth factor B (TGF B) (Paulesu et al.,
1971). Tutto cid apre un ampio campo di ricerca
sugli eventuali sviluppi terapeutici dell’O,05 nel
trattamento di diverse patologie di origine immu-
nitaria®.

Azione analgesica ed antinfiammatoria

La terapia con ozono induce una rapida scom-
parsa del dolore articolare e dell’edema e una nor-
malizzazione della temperatura locale, con au-
mento della mobilita e funzionalita articolare ™.

Tali effetti sono da ascrivere, con ogni probabi-
lita, alla inibizione della sintesi delle prostaglan-
dine proinfiammatorie o della liberazione di bra-
dichinina o di composti alogogeni; alla neutralizza-
zione delle specic reattive dell’ossigeno stimo-
lando la produzione locale di enzimi antiossidanti;
all'inibizione del rilascio di proteinasi dai macro-
fagi e dai polimorfonucleati neutrofili; ad una mo-
dulazione della produzione di citochine pro-in-
fiammatorie®.
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L'effetto dell’ozono sulle componenti del disco
intravertebrale & complessa e molto discussa. Si ri-
tiene comunque che 1’ozono abbia effetti positivi
sia sulla componente proteica che su quella glici-
dica e sull’acqua contenuta nel nucleo polposo’. In
particolare si potrebbe realizzare un’attivazione
del metabolismo locale per aumento dell’ossigena-
zione locale ed un effetto diretto sui componenti
alterati del disco intervertebrale erniato ™.

Cid spiegherebbe il motivo dei positivi risultati
riscontrati dopo ozono terapia nel trattamento di
situazioni croniche molto diverse tra loro per costi-
tuzione patologica e per localizzazione . Inoltre di-
verse affezioni attinenti ’apparato muscolo-schele-
trico possono trarre vantaggio sia quando si tratti
di eventi flogistici sia degenerativi. Questo in rela-
zione ad una serie di effetti concatenati che, par-
tendo da un miglioramento della microvascolariz-
zazione locale potrebbero causare allontanamento
di sostanze algogene con relativa disinfiammazione
tessutale, riduzione di contrattura ed edemi, recu-
pero di mobilita del rachide e quindi arresto dei
meccanismi fisiopatologici della degenerazione.

Tossicita dell’Ozono

1l maggiore preconcetto contro 'impiego in me-
dicina dell’ozono ¢ costituito dalla sua presunta
tossicitad. Condizione fondamentale per I'impiego
dell’ozono nell’uomo & la dose somministrata, che
non deve eccedere la capacita che gli enzimi an-
tiossidanti (superossido dismutasi e catalasi) ed il
glutatione hanno di impedire 'accumulo di anione
superossido (O;7) e del perossido di idrogeno
(H,0,). E stato peraltro dimostrato che la forma-
zione di radicali liberi da parte dell’ozono si veri-
fica soltanto in un mezzo a pH superiore a 8.

A pH < 7,5 predomina il meccanismo di rea-
zione ionica sotto forma della classica ozonolisi,
che determina principalmente la produzione di
perossidi piuttosto che di radicali.

Si puo quindi affermare che a dosi adeguate 1’o-
zono non induce effetti indesiderati; vi & comun-
que la possibilita che alte concentrazioni possano
originare molecole reattive quali i radicali liberi*".
In condizioni fisiologiche esistono meccanismi di
protezione anti-ossidativa che controllano la for-
mazione degli stessi soltanto se questi aumentano
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in modo incontrollato e/o vengono meno i sistemi
di protezione, puo verificarsi una “cascata” di fc-
nomeni lesivi capaci di compromettere la struttura
e la funzione delle cellule’.

a) Tossicita sull’animale

Ben diversa ¢ la situazione quando l’ozono
viene utilizzato come miscela O,/O3 e quando ven-
gono impiegate altre vie di somministrazione.
Studi sperimentali sono stati condotti su conigli in
cui il sangue prelevato e miscelato con O,/O;3 ¢
stato reintrodotto, tramite la vena dell’orecchio,
nell’animale. [ rapporti emodinamici rilevati indi-
cano un’assenza di tossicita, inoltre I’esame istopa-
tologico ha confermato 'assenza di danni ascrivi-
bili al trattamento.

b) Tossicita nell’uomo

Numerose esperienze cliniche indicano come gli
effetti collaterali, da trattamento con miscele ossi-
geno/ozono, siano rari ed il pill delle volte legati
ad errori della tecnica di somministrazione. Uno
studio effettuato in Germania su una casistica di
400.000 pazienti ha sottolineato la presenza di ef-
fetti indesiderati solo in 7 casi su 1.000.000 di ap-
plicazioni, tale incidenza corrisponde alla percen-
tuale di solo lo 0,0007%.

Conclusioni

Sulla base delle implicazioni farmacologiche e
delle evidenze cliniche si puo concludere che I'im-
piego dell’ozono medicale puo essere vantaggioso
nel trattamento di diverse patologie. 1l [atto che
tali affezioni possano avere connolazioni lontane
tra loro, rende ragione dell’attivita versatile che
caratterizza questa metodica con la quale si pos-
sono affrontare problemi di natura vascolare peri-
ferica, di tipo infettivo o di cui il dolore costituisce
la manifestazione pil eclatante.

E fondamentale che nelle applicazioni terapeu-
tiche vengano osservate precise linee guida e che
le concentrazioni alle quali questa miscela & im-
piegata lo siano altrettanto. A questo scopo & bene
approfondire la ricerca scientifica nell’ottica di
una valida conferma e di una spiegazione pil e-
saustiva dei meccanismi d’azione che costituiscono
la base di questa metodica.
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