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EDITORIAL

Cada gran verdad cientifica atraviesa por tres etapas:
Primero, la gente dice que estd en conflicto con la Biblia;
luego dicen que habia sido descubierta antes;
finalmente, dicen que siempre habian creido en ella.

Louis Agassiz (1807-1873)

iCuando tratamos de ser mejores, todo a nuestro alrededor también se vuelve mejor!

AEPROMO se complace y enorgullece en presentar el primer nimero online de la Revista Espafiola de Ozonoterapia,
poniendo a disposicién de los ozonoterapeutas y en general de la comunidad médica y sanitaria nacional e
internacional, el trabajo cientifico de investigadores en el campo de la ozonoterapia.

Desde su fundacioén, acaecida solo hace menos de dos afios, AEPROMO se fij6 como uno de sus objetivos de accién el
de hacer conocer y expandir los beneficios que la terapia médica del ozono tiene. Desde entonces este objetivo se ha
venido asumiendo con entusiasmo y teson, significdndonos al mismo tiempo un reto en forma permanente.

Es un reto por tres razones bdsicas: La divulgacién del ozono necesariamente pasa previamente por incentivar la
investigacion cientifica de tal manera que ésta se haga de conformidad a los criterios metodolégicos
internacionalmente aceptados, de tal manera que sus resultados puedan ser divulgados para que el lector pueda
conocerlos, usarlos y si es el caso criticarlos. Es igualmente un reto porque la inmensa mayoria de las investigaciones
de ozono se hacen sin contar con apoyos econdémicos. De alli laimportancia de actuar en forma innovativa y creativa
para que a pesar de las deficiencias financieras existentes si haya interés en investigar y en publicar. Es también un
reto para que la revista que estamos iniciando divulgue informacidn cientifica seria, y pueda asi servir de plataforma
para que prestigiosos especialistas en la materia puedan llegar a todos aquellos que deseen ampliar sus
conocimientos en ozonoterapia y a aquellos que aun ignoran los beneficios de la misma.

Confiamos que este proyecto se enriquezca y se mantenga vivo con vuestros aportes, comentarios y criticas que
seran siempre bienvenidos. Deseamos que la revista contribuya a que la ozonoterapia vaya siendo cada dia mas

aceptada en el mundo cientifico, universitario y sanitario, y para que siga siendo regularizada por las autoridades
sanitarias como ya esta siendo el caso en varias comunidades espafiolas y en otras regiones del mundo.

Aprender algo significa entrar en contacto con un mundo desconocido en donde las cosas son mas extraordinarias
que te hacen crecer y ser mejor. jQue disfrutes y aprendas de esta revista!

Dra. Adriana Schwartz
Presidenta de AEPROMO
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Abstract

This pilot study describes the clinical effects of
Adjunctive Hyperbaric Oxygen Therapy (HBOT) and Ozone
Therapy in the treatment of chronic ulcers most of which
did not respond to standard wound care and conventional
methods of therapy and the patients were threatened by
amputation. HBO and Ozone Therapy increased the
healing rate of these ulcers, and avoided amputation.
Adjuvant HBO and Ozone Therapy showed effective
adjunctive therapy and we recommend a Randomized
Controlled Trial to prove that effect.

Key words

Hyperbaric oxygen therapy, Ozone therapy, Leg ulcers,
Foot ulcers.

Introduction

Leg ulcers are a common problem thought to affect
about 1% of the population at some point in their lives and
about 1.5 per 1000 people at any one time. Leg ulcers are
more common in women than men, and the prevalence
increases with age. Venous disease is present in the
majority of cases; peripheral vascular disease may coexist
or may be the main cause of an ulcer. Other disease
processes may also be involved, such as diabetes or
rheumatoid disease. Leg ulceration is chronic, and an ulcer
may be present for months or years without healing. After
healing, recurrence rates are high. There are many
approaches to management, with large variations in
practice at local and international levels. "

Hyperbaric Medicine is the fascinating use of
barometric pressure for delivering increased oxygen
dissolved in plasma to body tissues. Hyperbaric oxygen
therapy (HBOT) is a form of treatment in which a patient
breathes 100% oxygen at higher than normal atmospheric
pressure that is greater than 1 atmosphere absolute (ATA).
Therapy is given in special therapeutic chambers, which
were earlier used primarily to treat illnesses of deep sea
divers. @34

Ozone (03) is a strong antioxidant. ® Ozone can exert

protective effects by oxidative preconditioning,
stimulating and/or preserving the endogenous
antioxidant systems and by blocking the xanthine /
xanthine oxidase pathway for reactive oxygen species
generation, as demonstrated in studies of the damage
induced by carbotetrachloride (CCL4) or by hepatic and
renal ischemia-reperfusion. ©7:89

Ozone has been used with good results in the
treatment of patients with diabetic foot, because of its
germicidal properties and its influence on the processes
of oxygen metabolism, and other effects.?

Aim of the Work

The present pilot study aims to clinically evaluate the
effectiveness of two different modalities of Oxy-Therapy;
Hyperbaric Oxygen and Ozone Therapy in the treatment
of chronic ulcers.

Patients and Methods

Patients:

This pilot study represents experience in the
management of 15 cases, who had clinically diagnosed leg
or foot ulcer, treated throughout the period between 2007
and 2008.

Patients were grouped into three different groups
according to the severity of the case and treatment
modality; Hyperbaric Oxygen Therapy; 5 patients; Ozone
Therapy; 5 patients; and Combined Modality Therapy, 5
patients

Methods:

Diagnosis/Assessment; medical history, physical
examination, ulcer examination, clinical investigations,
ankle brachial pressure index (ABPI), investigations to
exclude other causes, wound measurement, identifying
hard-to-heal ulcers.

Management of wounds: the general rules to treat
wounds include the accurate diagnosis and classification
of the Wound, the vascular Status (ABPI), good control of
blood glucose, correction of underlying cause, correction
of malnutrition, treatment of Infection, debridement: of
necrotic tissue and underlying osteomyelitis, obliteration
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of dead space as a result of debridement, .off-loading,
wound care, and finally adjuvant therapy .

Hyperbaric Oxygen Therapy: Following the protocol
adapted by Jain KK 2, sessions was done in the Multiplace
Baramed 6/2/6 Hyperbaric Chambers, ETC Inc., USA.
Oxygen was inhaled from a helmet or a mask at a pressure
of: 2-2.5 ATA (atmospheric pressure, equals 10 - 5 meters
under Sea Surface). Sessions were initially done on daily
basis (6 sessions/ week). Intermittent, each session will be
90- 120 minutes, with rest every 20 sessions. The first
clinical evaluation was done after 5 sessions.

Ozone Therapy: Following the protocol adapted by
Renate Viebahn-Hansler (2007) 3, patients to be treated
daily with ozone (generated by an ozone generator,
Ozonosan Alpha 1, Germany), by rectal insufflation as
systemic therapy (with an ozone concentration up to 35
pg), and local treatment by covering the lesion by a plastic
bag, filled with ozone at a concentration of 60 g,

decreased up to 20). The first clinical evaluation was done
after 5 sessions. With improvement, the frequency of
sessions was decreased gradually.

Combined: The combined modality was achieved by
systemic HBOT and Local O, as described above.

For local treatment; Standard wound care, topical
application of ozonated olive oil and wound dressing.

Results

Ten patients (66.7%) had type 2 diabetes mellitus of
them 8 (53.3%) were IDDM. The mean age was 53.3 + 9.86
years (37- 68 years). The sex distribution was 10 males
(66.7%) and 5 females (33.3%), with a ratio of 2:1. In addition,
10 patients (66.7%) were threatened by amputation.

The main data of the studied patients is shown in table 1.

Outcome

Successful results were achieved in 11 (73.3%) out of

Table (1): Clinical Data of the Studied Patients

Modality Age Sex Diabetes Diagnosis A-:r;-ﬁ?;t(i):n
Case 1 66 Male IDDM Rt Arterial Leg Ulcer Yes
- Case 2 52 Female IDDM Lt Neuropathic Foot Ulcer Yes
8 Case 3 38 Male No DM Lt Recurrent Venous Ulcer No
* Case 4 50 Female IDDM Rt Neuropathic Foot Ulcer Yes
Case 5 46 Male No DM Lt Venous Ulcer No
Case 1 65 Male IDDM Rt Neuropathic Foot Ulcer-Diabetic gangrene Yes
Case 2 55 Male IDDM Rt Neuropathic Foot Ulcer Yes
o | Case3 37 Male No DM Lt Recurrent Venous Ulcer No
Case 4 54 Male No DM Bilateral Venous-Traumatic Ulcers No
Case 5 60 Female NIDDM Rt Neuropathic Foot Ulcer No
Case 1 62 Male IDDM Neuropathic Foot Ulcer-Diabetic gangrene Yes
S Case 2 41 Male No DM Bilateral Venous-Traumatic Ulcers Yes
'6I Case 3 55 Female IDDM Lt Arterial Ulcer Heel Yes
% Case 4 68 Male NIDDM Lt Arterial Ulcer Heel Yes
Case 5 51 Female IDDM Neuropathic Foot Ulcer-Diabetic gangrene Yes

the studied 15 patients. The most effective modalities
were combined modality 4 out of 5 (80%), the ozone
therapy 4 out of 5 (80%), the HBOT 3 out of 5 (60%).
Considering the severity of cases, combined modality was
the most effective but with more selection of cases which
suffered more from ischemia, infection and/or edema.
Ozone therapy was very effective, easier to apply with less
complication and higher patient compliance.

A striking feature was that out of the 10 patients
threatened by amputation, seven (70%) patients had their
limbs saved.

Clinical case treated with HBOT:

Male, 38 yrs, smoker not diabetic. complaining of
recurrent left leg ulcer since 1 month provoked by Trauma,
then infected wound, gradually increased in size. Similar
ulcer developed in the same place since 10 years and lasted
for 3 Years. (Figure 1)
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Before HBOT

After HBOT

Figure (1): Left Recurrent Venous Ulcer treated with HBOT

Clinical case treated with ozone therapy:

A 65 years male IDDM patient was diagnosed as Rt
diabetic foot gangrene; Wagner 4 classification. The main
problem was diabetic foot, Infection and neuropathy. He
was recommended for Right below knee amputation. He
was unfit for HBOT because of his heart problem. He
received ozone therapy daily (Topical 80—60 pg/ml) and
rectal insufflation 15 — 35 u/ml 250 - 300 ml for 5 days
followed by surgical debridement. Ozone therapy
continued 3 sessions / week for seven weeks then twice /
week for four weeks and finally once / week for 12 weeks.
This was followed by using ozonated olive oil only. The
maximum concentration for rectal insufflation was 35 pu/ml
and the volume was 300 ml. Topical ozone concentration
dropped gradually from 80 p/ml till 20 u/ml. (Figures 2, 3)

After Ozone

Before Ozone

Figure (2): Right Neuropathic Foot Ulcer-Diabetic gangrene
treated with ozone therapy.

After Ozone

Before Ozone

Figure (3): Same case other view.

Clinical cases treated with combined HBOT and ozone
therapy:

A 55 years female patient with uncontrolled IDDM and
ulcer of the left heel. She was suffering from pains of the
left leg and foot. She passed serial debridements and unfit
for re-vascularization. She was planned for below knee
amputation. There was complete occlusion of tibialis
posterior artery and occluded segments of tibialis anterior
and superficial safenous arteries. There was left leg
ischemia (ABPI 0.65), severe diabetic foot infection,
gangrenous arterial Ulcer of the Heel. The surgical decision
was to control diabetes, ischemia, and infection. This to be
followed by debridement, grafting (plastic surgery) and
proper foot wear. The oxy-therapy protocol was to start
with HBOT till control of ischemia and infection by 20
sessions daily; 6 days / week. This is to be followed by
topical ozone three sessions / week (60 ug/ml) till wound
is clean; then three sessions / week (40—20 ug/ml) to
promote healing. The total therapy was 23 sessions HBOT
and 37 sessions topical ozone in a four month period.
(Figure 4)

After HBOT-O,

Before HBOT-0O,

Figure (4): Lt Arterial Ulcer Heel treated
by combined modality.

Another case of 68 years male, NIDDM, smoker with
severe pains of the left leg and foot. He suffered from
intermittent  claudications and was unfit for
revascularization. There was a pressure ulcer of the left heel
and left superficial safenous artery occlusion. (Figure 5)
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Before HBOT-0,

After HBOT-0,
Figure (5): Lt Arterial Ulcer Heel treated by combined modality.
Discussion

HBO promotes wound healing by counteracting tissue
hypoxia and is a valuable adjunct in management of
ischemic, infected, and non-healing wounds. 2 It is
generally accepted that correction of wound-hypoxia is
required to provide enough O, that would support growth
of regenerating tissues. (¥

Rationale of HBO for ulcers based on the hypoxia
theory has been a matter of controversy, between authors

who do not recommend the use of HBOT in venous ulcers;
reporting that the role of HBOT seems very limited, and
that reported successful cases would heal without the
need for HBO, " or reporting that it is difficult to justify
such an expensive, ineffective, complication-prone
treatment modality for problem extremity wounds. ("9

Several studies reported favorable results in treating
venous ulcers with HBO. (718 Specifically, two Double-
Blind, Randomized-controlled studies; the first has
significantly demonstrated an improvement in venous
stasis ulcers that showed no response to standard wound
care. 1 The second concluded that hyperbaric oxygen
enhanced the healing of ischemic, non-healing diabetic leg
ulcers and may be used as a valuable adjunct to
conventional therapy when reconstructive surgery is not
possible. 29

On the other hand, authors supporting its use only in
extraordinary circumstances as a useful adjunct in the
treatment of some life- or limb-threatening situations
where it can be cost effective.?V Also, Jain et al, 2004
reported that HBO will remain an important adjunct to
wound healing but its role needs to be redefined. (2

Clinical Comparison

HBO

Ozone

Selected cases (Systemic Only)

Most cases (Topical & Systemic)

Expensive

Less expensive

Less patient compliance

High patient compliance

Claustrophobia No

Major Side Effect

Side effects

Oxygen toxicity

Reversible minor skin irritation IF many high conc. sessions

Decompression iliness

Respiratory irritation IF improper ozone generator is sed

Complex

Ease & simple method

Cautious selection of patients

Applicable especially in high risk patients

Numerous contraindications

Less contraindications

Conclusions

Oxy-Therapy is a beneficial adjuvant therapy that:
+ Accelerates the rate of wound healing,
« Preserves a functional extremity,
+ Reduces the need for Amputation, and
+ Increases the rate of complete healing of bad ulcers
on long-term therapy
Ozone Therapy:
« Highly effective treatment of bad healing ulcers
+ Improves some systemic disorders present in those
patients

« Enhances the sense of wellbeing
Hyperbaric Oxygen Therapy:
« Valuable for treating Selected cases of diabetic foot
complications and impaired wound-healing. (Hypoxic)
Combined Modality
« More beneficial in Selected cases (Hypoxia, infection,
edema)
« Costly
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Recommendations significant and severe co morbidities and challenges.
We also support many recommendations that the role
From this pilot study we conclude that Adjuvant HBO  of HBOT and Ozone Therapy should be redefined by good
and Ozone Therapy increased healing rates of chronicleg  randomized controlled studies to improve the level of
ulcers which did not respond to standard wound careand  evidence supporting their use in the management of
conventional methods of therapy, even in the presence of ~ venous ulcers and the cost effectiveness of its use.
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INTRODUCCION

Cancer es un término muy amplio que abarca mas de
200 tipos de tumores malignos. Cada uno de ellos posee
unas caracteristicas particulares, que en algunos casos son
completamente diferentes al resto de los otros céanceres,
pudiendo considerarse enfermedades independientes,
con sus causas, su evolucion y su tratamiento especificol.

La palabra cancer deriva del latin, y como la derivada
del griego karkinos, significa 'cangrejo’ Se dice que las for-
mas corrientes de cancer avanzado adoptan una forma
abigarrada, con ramificaciones, que se adhiere a todo lo
que agarra, con la obstinacion y forma similar a la de un
cangrejo marino, y de ahi deriva su nombre.!

CLASIFICACION DE
TUMORES MALIGNOS O CANCER!

e Los canceres que derivan de los tejidos mensen-
guimatosos o mesodermo se denominan sarcomas
(del griego sarcos, "carnoso"); por ejemplo: fibrosar-
coma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, os-
teosarcoma, angiosarcoma, lifangiosarcoma, sinovio-
sarcoma, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma.

- Las neoplasias malignas de origen epitelial, derivadas
de cualquiera de las tres capas germinales del embrion,
se denominan carcinomas; por ejemplo: carcinoma
epidermoide o escamoso, carcinoma basocelular, ade-
nocarcinoma, cistoadenocarcinoma, coriocarcinoma,
carcinoma de pene.

o Los tumores que proceden del tejido nervioso son

los gliomas (realmente no se trata de un tumor de-
rivado de células nerviosas, sino de uno de los tipos
celulares encargados de su sostén, las células gliales,
el tejido "conectivo" del cerebro, por asi decir).

» Los canceres hematologicos son los linfomas y las
leucemias, siempre malignos (derivados del tejido lin-
foide y el mieloide respectivamente).

 Los tumores malignos que no cumplen las reglas an-
teriores y acaban en -oma, son: el melanoma, el he-
patoma, el seminoma. También estan los meso-
teliomas, que se originan en las membranas serosas
(pleura, pericardio, peritoneo), y que pueden tener
componente epitelial o mesenquimatoso.

EPIDEMIOLOGIA

El cadncer es la segunda causa principal de muerte, de-
trds de las enfermedades cardiacas. Sin embargo, las
muertes por enfermedades cardiovasculares estan dismin-
uyendo, mientras que las muertes por cancer estan au-
mentando. Se estima que a lo largo del siglo XXI, el cancer
serd la principal causa de muerte en los paises desarrolla-
dos.!

El cdncer es una condicién comun y es un problema
grave de salud. Se estima que 7,6 millones de personas en
el mundo murieron de cancer en 2007. Una de cada cuatro
personas muere de cancer. Puede afectar a personas de
todas las edades, incluso los fetos, pero el riesgo para la
mayoria de las variedades aumenta con la edad. El cancer
causa cerca del 13% del total de defunciones. Segun la So-
ciedad Americana del Cancer, 7,6 millones de personas

10
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murieron de cancer en el mundo durante 2007.'2

La evolucion de cada cancer estd sujeta a multiples fac-
tores que van a interactuar entre si. Estos factores varian
dependiendo tanto del tumor como del paciente. Entre
estos ultimos destacan factores hereditarios, obesidad y
sedentarismo.’?

CARCINOGENESIS?

Es un proceso que se desarrolla durante largos afos
desencadenado por sustancias responsables de producir
esta transformacion denominados agentes carcinégenos.

Basicamente el proceso consta de 3 estadios: Ini-
ciacién, Promocién y Progresion.

1. Iniciacion: ocurren mutaciones del ADN, que ini-
cian el proceso, pero insuficientes para producir un cancer.
Solamente existen cambios reversibles a nivel molecular,
permaneciendo los tejidos normales.

2.  Promocion: Si sobre las células iniciadas actian
de nuevo y de forma repetida, los agentes carcinégenos,
la multiplicacién celular comienza a ser mas rapida y la
probabilidad de que se produzcan nuevas mutaciones au-
menta. A esto se le llama fase de promocién y las células
involucradas en esta fase se denominan células promo-
cionadas. Actualmente conocemos muchos factores que
actuan sobre esta fase, como el tabaco, la alimentacion in-
adecuada, el alcohol, sustancias toxicas, entre otros.

Las células iniciadas y promocionadas sufren nuevas
mutaciones. Cada vez se hacen mas andémalas en su crec-
imiento y comportamiento. Adquieren la capacidad de in-
vasion, tanto a nivel local infiltrando los tejidos de
alrededor, como a distancia, originando las metastasis.

3. Progresién: En esta fase, las células iniciadas y
promocionadas sufren nuevas mutaciones. Cada vez se
hacen mds andmalas en su crecimiento y compor-
tamiento. Adquieren la capacidad de invasion, tanto a
nivel local infiltrando los tejidos de alrededor, como a dis-
tancia, originando las metastasis.
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Para que se produzca un cancer es necesario que de
forma acumulativa y continuada se produzcan al-
teraciones celulares durante un largo periodo de tiempo,
generalmente afos.

Como resultado las células estdan aumentadas en su
numero, presentan alteraciones de forma, tamano y fun-
cién y poseen la capacidad de invadir otras partes del or-
ganismo.

AGENTES CANCERIGENOS

La carcinogénesis consiste en la transformacion de las
células normales en células malignas. Un carcinégeno es
una sustancia que puede producir alteraciones en la es-
tructuray funcion de una célula que den lugar a un céncer.

La potenciay la dosis del carcinbgeno desempefan un
papel importante en el desarrollo de la neoplasia maligna.
Aunque la controversia es grande, la mayoria de los au-
tores coinciden en que la carcin6geno es un proceso com-
plejo que afecta a muchos estadios provisionales a medida
que la célula va sufriendo la transformacién. Los factores
ambientales y la forma de vida pueden estar relacionados
con la mayoria de las neoplasias malignas. Ademas, hay
otros muchos factores del huésped que afectan a la sensi-
bilidad que tienen la célula hacia los cambios carcino-
genéticos.>*

Entre los carcinégenos mas conocidos destacan; humo
del cigarro, amianto, estrégenos, grasa alimentaria, be-
bidas alcohdlicas, ingesta caldrica desequilibrada y
agentes ambientales como hidrocarbonos halogenados y
asbestos.*

Otras causas conocidas de cancer son la exposicién a
radiaciones, enfermedades infecciosas entre las que desta-
can infecciones bacterianas como en el caso del helicobac-
ter pilori y mas cominmente diversas enfermedades
virales asociadas con el Virus de Epstein Barr (EVB), el virus
de las hepatitis By C (HBV y HCV), el herpes-virus humano
8 HHVS, el virus del papiloma humano (HPV), el virus simi-
ano 40 (SV 40) y el virus humano T linfotrépico (HTLV-1).4
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ONCOGENES Y CANCER*

El cancer es conocido por afectar a dos genes conoci-
dos como:

-Oncogén

- Gen supresor tumoral

El oncogén se encarga de alentar el crecimiento celu-
lar. El cancer parece ser la causa de que el oncogén entre
en 'suspension’ de modo que las células crecen y se mul-
tiplican a un ritmo mas rapido. El cancer también desactiva
el gen supresor tumoral. Este gen esta disefiado para reg-
ular el crecimiento celular y asegura que las células se re-
produzcan sélo cuando es necesario.

La combinacién del oncogén hiperactivo, y el gen
supresor de tumores desactivado significan que el cancer
puede crecer rapidamente y extenderse a otras partes del
cuerpo, generalmente a través del sistema linfatico.

ESTRES OXIDATIVO Y CANCER

Se define estrés oxidativo como el desbalance entre la
produccion de Especies Reactivas de Oxigeno superando
la capacidad antioxidante celular, provocando dafo oxida-
tivo, relacionado directamente tanto agudo como cronico,
incluyendo incremento en la proliferacion celular. Este es-
timulo puede resultar en la formacion de células preneo-
plasicas y/o, daio irreparable al 4cido desoxirribonucleico
(ADN), mutaciones y neoformaciones celulares con expan-
sion clonal.®

El cancer es un fendmeno de etapas y funciones multi-
ples, en el cual se han delineado 3 estados para el desar-
rollo de la patologia, que son inicio, promocién y
progresion, y en todas ellas los radicales libres y Especies
Reactivas del Oxigeno juegan un papel muy importante.®

Inicio del proceso neoplasico

Actualmente es bien conocido que la evolucién celular
a la neoplasia comprende la alteracidon secuencial de
oncogenes y/o genes supresores de tumores, cuyos pro-
ductos proteinicos participan criticamente en las vias de
transduccién de sefales y en la regulacién de la expresién
génica, sobre todo de las proteinas encargadas del man-
tenimiento celular, reparacion del ADN y regulacion de la
apoptosis, entre otras.

Una de las consecuencias del dafo oxidativo a los nu-
cledtidos es la generacidon de una mutacion o bien, la al-
teracién en la expresidn de un gen; por esta razon, la célula
tiene sistemas que le permiten por un lado prevenir que
el dafo ocurra, y por otro, una reparacion rapida y eficaz.
Sin embargo, una frecuencia elevada en el dafo oxidativo
de los nucleétidos libres o en el ADN hace que los sistemas
de proteccion fallen.®

Estos dafios ocasionan mutaciones, y estas activan los
oncogenes, y producen la inactivaciéon de genes supre-
sores de tumores, y en consecuencia, el inicio de la neo-
plasia o el tumor. La etapa de inicio es resultado tanto de
una lesion persistente en el ADN como de una remocion
deficiente de estas lesiones por los sistemas de reparacion,

antes del inicio de la sintesis del material genético en la
etapa S (sintesis) del ciclo celular, lo que genera la intro-
duccion de las alteraciones mutagénicas en el ADN de las
células recién generadas. Asi, el proceso carcinbgeno
surge de la omisién en la reparacion de las bases dafadas
0 como consecuencia de una serie de eventos genéticos
de eliminaciones o translocaciones asociadas con rupturas
de cadenas del material genético que no fueron reparadas.
Las translocaciones estan asociadas al inicio de varias neo-
plasias en humanos a través de la activacién de onco-
genes. Uno de los ejemplos mas estudiados es el linfoma
de Burkitt, donde el oncogén myc es activado por una
translocacion entre el cromosoma 2 y 8. Otros ejemplos
de oncogenes asociados al inicio de neoplasias por
translocacion o eliminacién son N-ras, Ha-ras, myb, sis, abl,
implicados en patologias como neuroblastoma, cancer
mamario y varios tipos de leucemias.®

Las especies altamente reactivas como el radical
hidroxilo (‘OH), causan oxidacion en el ADN, mientras que
el Peroxinitrito (ONOO-) causan tanto oxidacién como ni-
tracion de las bases nitrogenadas. La vida media del radi-
cal hidroxilo (*OH) es muy corta, por lo que todavia es un
enigma el mecanismo exacto por el cual este radical llega
hasta el ADN. Necesariamente tendria que generarse cerca
del &cido nucleico para lograr oxidarlo, mientras que el
Peroxinitrito (ONOO-) difunde con facilidad en las mem-
branas, por lo que resulta mas comprensible su efecto
sobre las bases nitrogenadas, esto aunado a que es una de
las principales especies reactivas generadas en procesos
inflamatorios.

Uno de los principales estudios que demostraron que
los radicales libres dafan al ADN proviene de la obser-
vacion de que el peréxido de hidrégeno (H,0,), en pres-
encia de sulfato de hierro, induce fragmentacion de los
cromosomas, desde entonces se ha estudiado la interac-
cién de los radicales libres no sélo con el ADN, sino tam-
bién con las proteinas, los lipidos y el acido ribonucleico
(ARN), entre otras biomoléculas. Basicamente, la modifi-
cacion oxidativa de estas moléculas genera la desregu-
lacion de la homeostasis celular, lo que deriva en
carcinogénesis; de hecho, la presencia de aductos del ADN
como la 8-dehidro-2"-desoxiguanosina (80HdG), estan
considerados como biomarcadores de dafio oxidativo y de
carcinogénesis debido a su alta mutagenicidad en células
humanas. Se han reportado modificaciones oxidativas en
practicamente todos los nucleétidos, tanto polimerizados
en acidos nucleicos, como en sus formas monoméricas li-
bres. Se ha visto que la transversién GC TA se relaciona
con la presencia de 8-dehidro-2’-desoxiguanosina
(80OHAG) en la presencia de oncogenes como ras y en
genes supresores de tumores como p53 tanto en cancer
hepético como de pulmén. Algunos autores han prop-
uesto que la simple presencia de 80HdG en el ADN es su-
ficiente para propiciar la formacién de tumores.®

Promocion de tumores®
Una vez que se ha iniciado la modificacién oxidativa
del ADN, los radicales libres toman mayor relevancia,
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como moduladores de la promocién de los tumores.

Basicamente la promocién consiste en la activacion de
las vias de sefalizacién que controlan la proliferacién, ciclo
celular, apoptosis o la sintesis de proteinas de proteccién,
como las proteinas antioxidantes, o las proteinas de
choque térmico. Varios agentes promotores de tumores
regulan estas vias, entre ellos estan las especies reactivas
de oxigeno, como los productos de la lipoperoxidacion
como el malondialdehido (MDA) o el 4-hidroxinonenal
(4-HNE), entre otros metabolitos.

El mecanismo molecular por el cual los radicales li-
bres inducen la promocién de tumores no se conoce con
exactitud. Se han postulados mecanismos tanto genéticos,
como epigenéticos. La induccion de un estado celular
prooxidante permite la expresion alterada de genes o la
deficiente actividad de varias proteinas de sefalizacién
debido a una modificacién oxidativa en sus grupos
sulfhidrilos, los cuales se ubican principalmente en los cen-
tros cataliticos, todo esto conduce a un fenotipo celular al-
terado.

Como ejemplo de lo anterior, se puede mencionar a
la proteina c cinasa (PKC), la cual media la activacién de
varias vias involucradas en la proliferacion, diferenciacion
y transformacién oncogénica. La proteina c cinasa (PKC)
puede ser regulada por la oxidacién directa de las cisteinas
en su centro catalitico; de hecho, este efecto ocasiona que
la cinasa sea activada sin el requerimiento fisiolégico de
calcio (Ca%), o de fosfolipidos. Por otro lado, se ha repor-
tado que el peréxido de hidrégeno (H,0,) induce la redis-
tribucién de proteina ¢ cinasa (PKC), lo que modifica
sustancialmente su funcion normal. Otras proteinas que
reciben modificacién directa de las especies reactivas de
oxigeno y que influyen en la progresién de tumores son
c-juny c-fos, ambas componentes del factor de transcrip-
cién AP-1, el cual regula la expresion de genes relaciona-
dos en la proliferacién celular. De hecho, el AP-1 ha sido
considerado como uno de los factores de transcripcion se-
riamente modificados en varios tipos de cancer.

Otro factor de transcripcion regulado por las especies
reactivas de oxigeno y con gran repercusion en el cancer
es el factor nuclear KB (NF- KB), el cual regula la expresion
de varias proteinas involucradas en las vias de superviven-
cia y muerte. Se ha observado en varios tipos de cancer
una actividad incrementada del factor nuclear KB (NF- KB),
generando un aumento de la sintesis de proteinas anti-
apoptdicas, como son Bc1-2 y FLIP, entre otras. Es bien
sabido que la activacién de este factor de transcripcion es
el responsable de la resistencia a terapias anticancer en
varios tipos de tumores, lo que ha puesto al NF-KB como
uno de los principales blancos para el control molecular
del cancer.

En gran medida, la promocién y progresion de tu-
mores por las especies reactivas de oxigeno depende de
la activacién de los sistemas enddgenos de generacion de
estas especies reactivas, como la NADPH oxidasa, oxido
nitrico sintetasa inducible (iNOS), Xantina oxidasa, y la ca-
dena respiratoria mitocondrial. Existe suficiente evidencia
experimental de la participacion de estas enzimas en los

procesos cancerigenos.

La mayoria de los sistemas enzimaticos productores
de radicales libres estan regulados por las vias de sefal-
izacién que los activan o los inhiben segun los requerim-
ientos fisioldgicos.

Por otra parte, laiNOS produce cantidades micromo-
lares de oxido nitrico (NO *) y se ha demostrado que es
una enzima involucrada también en procesos
carcinbgenos mediados por inflamacién crénica. En la ac-
tualidad existe cierta controversia sobre el papel que juega
el oxido nitrico (NO °) en los procesos carcinbgenos, esto
debido a que los efectos del éxido nitrico (NO ) dependen
de su concentracidn, de la interaccion con otros radicales
libres, metales y proteinas, asi como del tipo celular, y de
los blancos genéticos que suele afectar. Si bien para mu-
chos investigadores estd claro el papel del NO * en proce-
sos angiogénicos, los cuales son fundamentales para la
progresidon de tumores, este radical libre también puede
danar directamente al ADN por un lado, y al mismo tiempo
presentar proteccion contra citotoxicidad, inhibir o pro-
mover la proliferacion celular, y puede ser proapoptoico o
antiapoptdico. Esto hace que los resultados experimen-
tales de la funcion del NO * en carcindgenos se evalten
con extremo cuidado debido a la ambigliedad de las fun-
ciones que despliega.

Aun asi la evidencia experimental obtenida en ra-
tones deficientes de oxido nitrico sintetasa inducible
(INOS) muestra una clara correlacién positiva en la promo-
cién y progresion de tumores. Estos ratones presentaron
mayor resistencia al dafo en colon inducido por tri-
clorobencenoy una menor letalidad, reduciendo la mod-
ificacion postraduccional de proteinas como la formacién
de nitrotirosinas, asi como la formacién de malonaldehido
(MDA) y otros productos de la lipoperoxidacién. Al some-
ter a estos ratones animales a una dieta con dextran
sulfato de sodio, lo cual genera inflamacién en colon y
cancer, se encontré que mostraron menos signos y sin-
tomas de colitis comparados con el grupo control. Por otro
lado la inoculacién con células de melanoma B16-F1 de-
sarrollé menos tumores que el grupo control, lo que dejo
claro la participacion de oxido nitrico sintetasa inducible
(INOS) en la progresion de tumores.

Ademas de los sistemas antes mencionados existen
otras vias endégenas que también pueden generar es-
pecies reactivas de oxigeno. El sistema de las ciclooxige-
nasa (COX) esta formado por 3 enzimas que catalizan la
transformacién del acido Araquidoénico en prostaglandina
H2, la cual es al mismo tiempo la molécula precursora de
otras prostaglandinas, lo que pone a las COX como enzi-
mas fundamentales en los procesos inflamatorios, sobre
todo la isoforma inducible COX-2.

Progresion de tumores

Durante el evento de progresién siguen presentes var-
ios de los eventos que se presentaron en la etapa de pro-
mocién, pero de manera exacerbada. Las especies
reactivas de oxigeno ahora tienen un efecto a nivel del
genoma, induciendo el rearreglo de los oncogenes que
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fueron inicialmente mutados, lo que permite la progresiéon
del tumor. Se ha observado que el tratamiento con antiox-
idantes como glutation (GSH) o disulfiram inhiben la pro-
gresion maligna de papilomas a carcinoma escamoso
invasivo, en modelos murinos de cancer de piel. Por otro
lado, el tratamiento con un inhibidor de la sintesis de glu-
tation (GSH) como el dietilmalato, incrementa significati-
vamente la progresién del tumor, lo que deja claro la
participacion de los radicales libres en la progresién de tu-
mores.®

Inflamacion, radicales libres y carcinogénesis®

El dafio crénico generado tanto por agentes infec-
ciosos como por bacterias o virus, asi como por irrita-
ciones, inicia una respuesta inflamatoria caracterizada por
lainfiltracién a la zona de dafio de células inmunoldgicas.
Una medida de defensa para eliminar al agente agresor y
a las células dafiadas es la explosion oxidativa en la que
dichas células generan radicales libre de oxigeno y ni-
trégeno. Sin embargo, el efecto no es totalmente focal-
izado, y sus secuelas van mas alld de la zona afectada,
ocasionando dano en las células epiteliales y del estroma
de la vecindad.

Una vez iniciado el fendmeno de estrés oxidativo, el
dano molecular es inminente, presentandose practica-
mente todas las moléculas como en ADN, proteinas y lipi-
dos, los cuales de una u otra forma influyen en el proceso
carcindégeno, como se ilustra en el siguiente esquema:

Dano, Inflamacién

Reclutamiento de células
Inflamatorias

Explosién oxidativa
ERO y ERN

N\

Lipoperoxidacion

/

MDA, 4-HNE

Dafo a proteinas
Proteinas de reparacién

Cascada del acido
v Araquidonico
Dano al ADN
8-OH-G
Aductos del eteno,
Rupturas de ADN Eicosanoides
Otras oxidaciones a bases l

Proliferacion
celular

Esquema 1. Mecanismos de dario molecular en procesos de
inicio de tumores en inflamacion crénica.
MDA, malonaldehido; 4 HNE, 4 hidroxinonenal

Se ha comprobado que la sobrecarga oxidativa en di-
versas patologias es la causa principal de la generacién de
tumores malignos, como por ejemplo se pueden men-
cionar la hemocromatosis, la hepatitis viral By C en higado,
enfermedad de Crhon y colitis ulcerosa en colon, infeccion
por virus de papiloma humano en cérvix, y la infeccion por
helicobacter pylori en el estomago por sélo citar algunas
(cuadro 1). Se ha demostrado que la inflamacién crénica
contribuye en 25% en los casos totales de cancer.

Cuadro 1. Cdnceres atribuidos a infecciones

Agente infeccioso Cancer

Virus del Papiloma Humano Cervicouterino

Virus de hepatitis Bo C Hepatico

Linfoma de Burkitt,
enf. de Hodkin,
cancer nasofaringeo

Virus de Epstein Barr

Virus de inmunodeficiencia
humana

Virus del herpes

Sarcoma de Kaposi

Sarcoma de Kaposi
Carcinoma y linfoma
gastrico

Cancer de vejiga

Helicobacter pylori

Schistosoma hematobium

Cancer de colon

Scustosoma japonicum

El cancer de colon puede ser un buen ejemplo de la
carcinogénesis inducida por inflamacién crénica. Este
cancer es 30 veces mas frecuente que el cancer de in-
testino delgado debido a que, en contraste con este ul-
timo el colon presenta por un lado niveles muy elevados
de bacterias fecales y por otro una infiltracion de células
inmunolégicas ocasionada por las primeras.

La actividad respiratoria de las bacterias es una fuente
muy importante de peréxidos y radical superéxido (02+°)
que en presencia de hierro genera radical hidroxilo (‘OH),
esto se agrava si se toma en cuenta que el hierro derivado
de la dieta no se absorbe del todo y se concentra en las
heces fecales en niveles 10 veces superiores que en la
mayor parte de los tejidos. Los pigmentos biliares como la
bilirrubina y la Biliverdina, pueden unir el hierro en una
forma que es capaz de dirigir la reaccion de Fenton.

El cdncer de colon puede ser un buen ejemplo de la
carcinogénesis inducida por inflamacién crénica. Este
cancer es 30 veces mas frecuente que el cancer de in-
testino delgado debido a que, en contraste con este ul-
timo el colon presenta por un lado niveles muy elevados
de bacterias fecales y por otro una infiltracion de células
inmunoldgicas ocasionada por las primeras.

La actividad respiratoria de las bacterias es una fuente
muy importante de perdxidos y radical superéxido (02--)
que en presencia de hierro genera radical hidroxilo (-OH),
esto se agrava si se toma en cuenta que el hierro derivado
de la dieta no se absorbe del todo y se concentra en las
heces fecales en niveles 10 veces superiores que en la
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mayor parte de los tejidos. Los pigmentos biliares como la
bilirrubina y la Biliverdina, pueden unir el hierro en una
forma que es capaz de dirigir la reaccion de Fenton.

P53 Y LAS PROTEINAS SUPRESORAS DE TUMORES

Varias de las proteinas que controlan la apoptosis, tam-
bién regulan el ciclo celular. Una de ellas es la p53. Su so-
breexpresion conduce a la célula a entrar en apoptosis, lo
que explica que en los procesos tumorales la actividad de
p53 esta practicamente inhibida. Esto permite a las células
transformadas tener mayor resistencia a la apoptosis y en
consecuencia, ser invulnerables a las terapias anticancer
que justamente elimina a las células malignas por medio
de la apoptosis. La proteina p53 es un factor de transcrip-
cién que regula la expresién de varios genes cuyos pro-
ductos resultantes se encargan del mantenimiento de la
integridad del genoma. Como es sabido, la translocacion
de p53 al nucleo es fundamental para la expresién de los
genes que controla.

En estudios in vitro se ha observado que p53 se
transloca al nucleo tras un tratamiento con radiaciones UV
en tiempos cortos (1 a 2 h), abandonando el nucleo para
localizarse una vez mas en él a las 12 h. El pretratamiento
con antioxidantes bloquea la localizacién nuclear tem-
prana, lo cual sugiere fuertemente que p53 es requerido
bajo condiciones de estrés oxidativo para una eventual
reparacion del ADN tras el dafo por radicales libres. Por
otro lado, estos estudios mostraron que el tratamiento con
agentes carcindgenos que no generan estrés oxidativo no
indujeron la translocacién nuclear temprana de p53, sino
hasta 12 horas después del tratamiento.

Como se mencioné antes, los radicales libres pueden
modificar postraduccionalmente la actividad de p53, pero
también se ha reportado que el gen que codifica para p53
es un blanco comin de mutaciones inducidas por radi-
cales libres, lo que conduce a una deficiente o nula pro-
duccién de la proteina.b

En estudios recientes se ha corroborado la partici-
pacién de la COX en la carcinogénesis, por ejemplo, la in-
hibicién de la COX-2 suprimié la poliposis intestinal, que
permite el desarrollo de cancer de colon 7. Otro estudio Il-
evado a cabo, en ratones genéticamente modificados de-
ficientes de COX-1 y COX-2 mostrd una reduccion en la
diferenciacion epidérmica y en la promocion de tumores
de piel.?

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS
CELULAS CANCEROSAS®

Las células cancerosas para sobrevivir requieren for-
zosamente cambiar sus caracteristicas bioquimicas, entre
las que destacan:

1) Disminucion de la enzima superdxido dismutasa
manganeso dependiente (Mn-SOD), dejando a la
superdxido Dismutasa, cobre zinc dependiente
(Cu-Zn SOD) como el Unico agente destructor del
anion superéxido(0,., )

2) Tiene niveles de catalasa y SOD muy reducidos

3) Forman cantidades elevadas de anién superdxido
(0,.)

4) Inactivacion de la enzima Cu-Zn SOD remanente

5) Laacumulacion de grandes cantidades de O, ..
incrementa la inhibicién de la Catalasa, que
podria depletarse, aumentando los niveles
de H,0,

6) Elevados niveles de oxidacion del ADN con
elevacién de la 8.0HdG

7) Alta tasa de lipoperoxidacion (evidenciada por
elevacion del 4 hidroxi nonenal (4HNE))

8) Ruptura de ADN

9) Inhibicién de la apoptosis

MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS
INVOLUCRADOS EN EL CANCER

La desdiferenciacion de células normales hacia el
cancer ocurre cuando experimentan deprivacién del 60%
6 mas del oxigeno, durante un extenso periodo de tiempo.
Para sobrevivir cambian su patrén metabdlico energético
de la via aerébica por la fermentacién anaerébica de la
glucosa, obteniendo 20 veces menos energia en forma de
ATP (150kJ contra 2,870 kJ). 101112

La fermentacién de la glucosa deja como residuos fi-
nales CO, y acido lactico, generando un area de acidez im-
portante. Macréfagos y células T interpretan la sefal de
acidez como dafio puntual que requiere ser reparado. Se
liberan entonces factores de crecimiento que estimulan
las células a replicarse.’ A mayor cantidad de células can-
cerosas, mayor acidez, mas factores de crecimiento, mas
células cancerosas, en un circulo vicioso que llevara hasta
la muerte.

PAPEL DE LA HIPOXIA EN EL CANCER

El factor inducible por hipoxia (hipoxia inducible fac-
tor) [HIF] es un factor de transcripcién que regula la re-
spuesta celular a la hipoxia y actia como regulador de la
homeostasis del oxigeno''>. La identificacion del sistema
de transcripcién HIF por Wang y Semenza es crucial para
entender la fisiologia del O,; sabemos actualmente que el
HIF y la hipoxia son los mayores determinantes en la an-
giogénesis y que, por ejemplo, regulan los procesos de in-
vasion y metastizaciéon determinantes de la agresividad
tumoral.’® Este factor de transcripcidn activa genes que
codifican las proteinas que aumentan la disponibilidad del
oxigenoy permiten la adaptacion metabdlica en ausencia
del mismo, controlando la expresién de decenas de pro-
ductos implicados en la angiogénesis, la eritropoyesis, la
glucolisis, la invasion, la apoptosis, el tono vascular, la reg-
ulacion del pH, la homeostasis epitelial y la resistencia a
los farmacos.

El gen HIF 1A que codifica el HIF-1a es un het-
erodimero compuesto por cadenas alfa (reguladas por
el 0,) y beta dispuestas en doble hélice. Pertenece a una
familia de factores de transcripcidon que consta de 3 sub-
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unidades alfa (HIF-1a, HIF-2qa, HIF-3a)

Ademas, estas adaptaciones a la hipoxia vuelven a los
tumores mas dificiles de tratar y con mayor resistencia a las
terapias. Una parte importante de este proceso consiste en
la adaptacion de los productos de los genes en respuesta
a la hipoxia y muchos de estos genes reguladores de
hipoxia son mediados por el HIF1A; se estima que alrede-
dor del 1% del genoma es regulado por la hipoxia.'®'”

La hipoxia tumoral por si sola es un importante factor
epigenético de la regulacion de la proteina HIF-1a.
Ademas de inhibir al HIF-1q, la hipoxia genera radicales li-
bres de oxigeno, que son capaces de estabilizar la proteina
HIF-1a y de inducir los genes HiF(factor inducible por
hipoxia) y VEGF(factor de crecimiento vascular en-
dotelial).'718

Cuando se establece la hipoxia, hay una respuesta
celular para evitar la apoptosis y se activa el factor de tran-
scripciéon HIF-1a, que genera un heterodimero con el HIF-
1B(ARNT) en el elemento de la respuesta a la hipoxia (HRE),
lo que lleva a una respuesta celular multiple con activaciéon
de los oncogenes, aumento de la vascularizacién con pro-
duccién de factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), aumento del transporte de glucosa (GLUT1) y de
la actividad de la anhidrasa carbénica (CA9) y ain a la in-
duccion de varios genes apoptoticos. Se sabe que el HIF
actua sobre los genes codificadores de la eritropoyetina,
transferrina, endotelina-1, éxido nitrico sintasa inducible
(INOS), hemooxigenasa 1, factor de crecimiento insulinico-
2 (IGF-2), proteina de union 1, 2 y 3, al factor de crec-
imiento insulinico (IGFBP 1, 2, 3), transportadores de
glucosa (GLUT) y enzimas glucoliticas promoviendo la
adaptacion metabdlica a la hipoxia, y es también regulado
por la presién de O,, dependiendo de la expresion de la
subunidad HIF-1a. La capacidad de adaptacion de la
hipoxia por las células malignas es fundamental para el
crecimiento tumoral.’®

La hipoxia es uno de los factores microambientales
claves promotores de la inestabilidad genética en los tu-
mores, que distingue los canceres humanos. Estudios re-
cientes han demostrado que la hipoxia por si misma
puede llevar a condiciones que eleven la mutagenesis e
inhiban los procesos de reparacion del ADN.20

Se ha demostrado también que la hipoxia, algunos
genes supresores tumorales, factores de crecimiento y
citocinas aumentan la estabilidad y/o transactivacién del
HIF1A, lo que resulta en un incremento de la produccién
del HIF-1ay, como consecuencia, la angiogénesis tumoral,
la adaptacién metabdlica a la hipoxia y el aumento de la
supervivencia celular, debido a su accién en varios genes
diana.?

ElHIF-1a sera crucial en la iniciacion de la angiogénesis,
en el crecimiento tumoral, la progresién y la metasti-
zacion.De esta forma, nos parece fundamental desen-
volver técnicas para bloquear o inhibir la angiogénesis y
el factor HIF1a, reduciendo la posibilidad de desarrollar
neoplasias mas agresivas y, de este modo, reducir la mor-
bilidad y mortalidad por cancer. 2

Es importante destacar que la fisiologia de los tumores

sélidos difiere de la fisiologia de los tejidos sanos en un
sinnimero de importantes aspectos, la mayoria de los
cuales radica en la diferencia entre los 2 tipos de vasculat-
uras. Comparada con la vasculatura regular y ordenada de
los tejidos normales, los vasos sanguineos en los tumores
son por lo general bastante anormales, los capilares estan
distendidos, con paredes filtrantes y flujo sanguineo muy
lento. El crecimiento tumoral requiere también del crec-
imiento continuo de nuevos vasos o angiogénesis. Esas
diferencias fisioldgicas pueden significar un problema
para el tratamiento del cancer; por ejemplo, la hipoxia en
los tumores sélidos conduce a la resistencia a la radioter-
apia y a algunas drogas antineoplasicas.?!

PAPEL DE LA OZONOTERAPIA EN EL CANCER

El Ozono (0;) es una forma alotrépica del oxigeno con
3 dtomosy 2 electrones desapareados, que tiene un poder
oxidante mayor que el oxigeno. Las aplicaciones médicas
requieren de medidas seguras que eviten exponer las vias
aéreas a este gas por sus conocidos efectos toxicos a este
nivel. La autohemotransfusiéon o Autohemoterapia mayor,
asi como la insuflacién rectal de ozono cumplen total-
mente con este requerimiento. En concentraciones
apropiadas, esta técnica conduce a un estrés oxidativo
transitorio que puede estimular y regular los sistemas an-
tioxidantes de la sangre.?? Este mecanismo ha sido rela-
cionado a la proteccién que la Ozonoterapia ejerce contra
el dafio por radicales libres del corazén y en la prevencion
de trastornos renales, hepaticos, asi como de otras enfer-
medades.?*?

Dos procesos vitales que favorecen el desarrollo tu-
moral son la induccién de la angiogénesis y la inhibicion
de la apoptosis. Ambos presentan la caracteristica comun
de ser dependientes de la generacién de Especies Reacti-
vas de Oxigeno (ERO). La angiogénesis o neovascular-
izacion es un proceso que se considera regulado por
algunos factores de crecimiento como serian el factor de
crecimiento endotelial (EGF); el factor transformante del
crecimiento alfa (TGFa); el factor de crecimiento de fibrob-
lastos (FGF) y el factor de crecimiento del endotelio vas-
cular (VEGF). Estos factores angiogénicos son inducidos
por varios tipos de estrés, entre ellos, el oxidativo.?

Las células tumorales producen ERO, incluyendo
peroxido de hidrégeno (H,0,) y anién superoxido (O, )
que se ha demostrado estan involucrados en el proceso
de neovascularizacién tumoral, asi como en la apoptosis,
inducida esta ultima por translocacion del p53 y activacion
de NF- KBy AP-1.

Las células cancerosas para poder crecer y tener espa-
cio en el tejido secretan diversas enzimas con diversas
funciones para su sobrevivencia, entre las que destacan:

1. Hialuronidasa: rompe las cadenas poliméricas del
cemento intercelular con objeto de poder
expandirse.

2. Colagenasa: disuelve fibrillas del coldageno
intercelular.
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3. Enzima angiogénica: favorece el crecimiento de
vasos sanguineos para aportar mas sangre y azucar
al tumor para la fermentacién anaerdbica.

4. Enzima telomerasa: asegura que durante la
replicacién los telémeros de las cadenas de ADN
se mantengan intactos, permitiéndoles replicarse
miles de veces.

5. También bloquean los sitios receptores de
linfocitos T, provocando fallos en el sistema
inmune.

6. Elfallo del metabolismo del oxigeno conduce a una
produccién deficiente de enzimas antioxidantes,
dando lugar al establecimiento de estrés oxidativo
permanente en el tejido tumoral.

Algunos estudios preclinicos in vitro e in vivo eviden-
cian la efectividad del ozono sobre células tumorales,
mostrando una citotoxicidad selectiva sobre células tu-
morales y potenciador de la efectividad de la quimioter-
apia, como al emplear el 5-fluoracilo.??

Bernardino Clavo y colaboradores publicaron en el
2004 los resultados de un estudio, el cual fue realizado en
pacientes con tumores avanzados de cabeza y cuello
donde sugieren que la aplicacién conjunta de Ozonoter-
apia con radioterapia pudiera tener algunos efectos bené-
ficos, postulando que dichos efectos podrian ser debidos
al incremento de la oxigenacion en las regiones tu-
morales.?6?’

A continuacion se muestra un interesante estudio
cubano que correlacionan efectos benéficos del ozono en
paciente con cancer.?®

Se realizd un ensayo clinico en 70 pacientes con ade-
nocarcinoma prostético en estadios A y B de la enfer-
medad (encapsulados), segun la clasificacion de
Whitemore Jewet. Se dividié la muestra en 2 grupos.
Grupo 1, cobalto mas ozonoterapia (Co+0,), en el cual 35
pacientes recibieron ozono por via rectal a una dosis de
10 mg (50 mg/L y 200 ml de gas), con una secuencia de 6
veces por semana, durante las 6 semanas que dur6 el
tratamiento con cobalto. Grupo 2, también formado por
35 pacientes que recibieron exclusivamente cobalto (Co).
Los resultados finales evidenciaron menor ocurrencia de
reacciones adversas en el grupo con ozono, increméntan-
dose el nimero de pacientes en este grupo que no inter-
rumpidé el tratamiento. En este mismo grupo se constato
que no hubo complicaciones las primeras 2 semanas de
tratamiento, las cuales aparecieron en las ultimas 2 sem-
anas, no interrumpiendo el mismo un 49% de los pa-
cientes. En contraparte en el grupo de cobalto ya desde
las primeras semanas aparecieron complicaciones y sélo
el 14% de los pacientes no interrumpid el tratamiento, con
diferencias significativas entre ambos grupos (p<0,05). La
radiodermitis fue la complicaciéon que mas estuvo pre-
sente. Se reportd que tuvieron una sobrevivencia de 10
anos entre el 90 y 100% de los pacientes tratados con
cobaltoterapia mas ozono para el estadio A y entre un 50
y 60% para el estadio B.

Al final del tratamiento se encontré que las concen-

traciones de antigeno prostatico (PSA), fueron menores o
iguales a 10 ng/mL, en el 92% de los caos del grupo Co+0,,
mientras que el que recibié Co, sélo fue un 52%, con difer-
encias significativas en ambos grupos. El nimero de pa-
cientes que disminuyé el antigeno prostatico (PSA) por
debajo de 4ng/mL fue de 60% y 20% para el grupo
Co+0,, y Co respectivamente, con diferencias significativas
en ambos grupos. Se alcanzaron concentraciones de PSA
superiores a 10 ng/mL (intervalo normal) entre 8.5 y 48.5%
para los grupos Co+0; y Co respectivamente (p<0,05).

La evolucion clinica de los pacientes a los 6 meses
de terminado el tratamiento demostré que existia un con-
trol clinico de la enfermedad en ambos grupos ascendente
en un 88y 80% de los casos, en los grupos Co+0, y Co, re-
spectivamente. Todo esto hace pensar que el tratamiento
combinado de cobaltoterapia y ozono puede presentar
una opcién terapéutica para lograr un tratamiento con
menor numero de complicaciones, que libera a los enfer-
mos de las secuelas (impotencia y aproximadamente el 10
al 15% presenta cierto grado de incontinencia urinaria)
propias de la cirugia radical prostatica.

Se ha postulado que la ozonoterapia sistémica apli-
cada, ya sea por Autohemoterapia mayor o mediante in-
suflacién rectal, a concentraciones adecuadas produce
ciertas cantidades de ERO y particularmente de peréxido
de hidrégeno (H,0,) que actia como molécula de sefal-
izacion crucial para producir respuestas bioquimicas e in-
munoldgicas.?

Este estimulo oxidativo mediado por el ozono conduce
a un estrés oxidativo transitorio que finalmente induce a
la regularizacién del sistema enzimético de defensas an-
tioxidantes sin efectos adversos, estimulando el incre-
mento de las enzimas antioxidantes celulares superéxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GSH-Px) capaces
de inhibir el estrés oxidativo crénico.>®

Se han asimismo postulado varios mecanismos para
explicar la mejoria del flujo sanguineo y oxigenacién me-
diados por ozonoterapia. Destacan la disociacion de la
curva de oxihemoglobina hacia la derecha, que conduce
a una mayor liberacién de oxigeno a los tejidos, secun-
dario a una disminucién del pH en los eritrocitos, con un
aumento en la produccién de 2,3 Difosfo Glicerato, una
mejoria de flexibilidad de los eritrocitos que conduce a
una reduccién de la viscocidad sanguinea y reduccion de
la resistencia vascular por liberacion de éxido nitrico y sus-
tancias vasoactivas. Si ademas de lo anterior, las aplica-
ciones continuas de ozono durante varios meses son
capaces de inducir nuevas generaciones de “eritrocitos su-
perdotados” con incremento en el contenido de 2,3-DPG,
de las enzimas antioxidantes, asi como una elevacion de
la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD), esto puede
posibilitar una profunda modificacion de las actividades
funcionales conduciendo a los tejidos tumorales de un es-
tado hipdxico a normoxico. Si esto pasa, cambiara
dramaticamente el microambiente tumoral llevando a
las células neoplasicas a un estado inactivo o muy vul-
nerable.3°

Sobre el sistema inmunolégico el ozono actia como
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un moderado inductor de citoquinas debido a que la gen-
eracion de peréxido de hidrégeno (H,0,) cruza libremente
lamembranay activa en el citoplasma el NFKB que llevara
a la transcripcién de acido ribonucleico mensajero (ARN
m) de varias citoquinas. Debido a que la produccién de
varias interleucinas (ILs), factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) e interferones (INFs), es muy pequeia y transitoria,
es probable que la induccién ocurra via estimulacion de
una membrana lectina. De hecho, bajo las mismas condi-
ciones experimentales, el uso de un mitégeno como fito-
hemaglutinina (PHA) que persistentemente activa una
cascada de proteina cinasa, permite la sintesis de cito-
quinas en cantidades 1,000 veces mayores que cuando se
administra ozono. De la misma manera, el indice de pro-
liferacion de células sanguineas mononucleares (BMC) es-
casamente se incrementa después de exposicidon
sanguinea al ozono.

Ha llevado afos de investigaciones entender como tra-
baja el 0zono, y como una pequefa activacion de células
sanguineas mononucleares (BMC) puede resultar util en
pacientes inmunodeprimidos. Una vez que regresa a su
microambiente esta célula activada puede estimular célu-
las vecinas, llevando poco a poco a la regulacion del sis-
tema inmune, de manera semejante a como se producen
los “eritrocitos superdotados”. Un aspecto interesante de re-
saltar es la posibilidad que durante la exposicion de la san-
gre del paciente al ozono ex vivo, las células neoplasicas
circulantes (de mama, préstata, estomago y colon) sean
oxidadas y se transformen potencialmente en una vac-
una.®®

Es interesante hacer notar que es bastante comun en
la mayoria de los pacientes durante el tratamiento de
ozonoterapia por hepatitis cronica o enfermedades vas-
culares, reporten una sensacién placentera de euforia y bi-
enestar. Este efecto debe tomarse en cuenta, ya que la
mayoria de los pacientes con cancer estan depletados
de energia. Bocci también refiere que no es dificil consid-
erar que un cambio en el balance homeostético esta lig-
ado a una respuesta multi-orgdnica que podria
positivamente influenciar el estado fisiol6gico general del
paciente y por lo tanto su respuesta inmune. El efecto
placebo no se ha determinado aun, debido a que un pe-
queio incremento del cortisol puede mejorar el estado
animico del paciente y levantar y propiciar una respuesta
psico-neuro-inmune cuyo significado no debe subesti-
marse.3°

Muy importante también es subrayar que la reduccion
quirurgica de la masa tumoral es esencial, ya que grandes
masas tumorales o extensas metdstasis perpetuan el es-
tado anérgico y disminuyen las posibilidades de curacién.
Los tumores deben ser extirpados en su totalidad o ser re-
movidos quirdrgicamente al maximo. Si hay metastasis
presentes el asunto se vuelve mas complejo. En estos
casos se utiliza ampliamente quimioterapia cuyos resulta-
dos mixtos, aunado a que sus efectos secundarios deteri-
oran de manera importante la calidad de vida de los
pacientes. La ozonoterapia no es un procedimiento capaz
de curar neoplasias, pero si un medio para estabilizar su

progresién, particularmente en pacientes ancianos,
quienes son muy susceptibles a los terribles efectos secun-
darios de la quimioterapia.

Las modificaciones moleculares e inmunolégicas de er-
itrocitos y leucocitos, aunado a la adaptacion al estrés ox-
idativo crénico nos hacen ver que la ozonoterapia puede
modificar profundamente la bioquimica y funcionalidad
de eritrocitos y leucocitos para formar un ambiente hostil
al desarrollo de células cancerosas, haciendo notar que
una mejoria de los parametros inmunolégicos no nece-
sariamente es paralela a una respuesta clinica completa y
a una sobrevida prolongada.*®

Bocci en su ultimo libro, Ozone a New Medical Drug?'
considera que las indicaciones mds adecuadas de ozonoter-
apia en cdncer son las siguientes:

a) En pacientes con enfermedad residual minima
después de una cirugia exitosa.

b) En combinacion, ya sea con quimioterapia o
radioterapia en pacientes inoperables o ya tratados
quirdrgicamente, ya que no esta contraindicado y
debido a que la mejoria de la oxigenacion tisular
puede potenciar tanto la quimioterapia como a la
radioterapia.

¢) La Ozonoterapia ademas, puede reducir los efectos
secundarios comunes de estos tratamientos
oncoldégicos y conducir al paciente a una mejor
tolerancia terapéutica y a mejores resultados.

Destaca también que pocas sesiones de tratamientos
no son efectivas, ya que si se quiere cambiar radicalmente
la poblacién de eritrocitos, o inducir un “choque terapéu-
tico’, se debe programar un ciclo intensivo de tratamiento,
de por lo menos seis meses, seguido de terapias de man-
tenimiento a muy largo plazo.

Comentarios del autor

Hoy en dia a pesar del rdpido avance de la quimioter-
apia antineoplasica, con la aparicién de nuevas y mas efec-
tivos farmacos con novedosos mecanismos de acciény
posibilidades terapéuticas prometedoras, persisten multi-
ples mecanismos del huésped sin entender, que llevan a
que los tumores malignos mas comunes en los adultos
sean resistentes a la mayoria de los agentes antineoplasi-
cos disponibles, volviendo por tanto muy complejo el
tratamiento de este grupo de enfermedades.

Por tanto se puede considerar que ante los pobres re-
sultados clinicos que se obtienen con los tratamientos
convencionales, sobre todo en pacientes mayores de 50
anos, con cancer en etapas avanzadas, aunado a los
severos estragos que ocasionan los efectos secundarios
de la quimio y radioterapia, que como bien sabemos con-
ducen a un importante deterioro de la calidad de vida,
consideramos que la estrategia terapéutica en la actuali-
dad debe incluir enfoques multifactoriales modernos que
refuercen al sistema inmunolégico, cuya disfuncion previa
permitiod la aparicién de estas patologias y que al mismo

18



REVISTA ESPANOLA DE OZONOTERAPIA

OZONOTERAPIA EN EL TRATAMIENTO COMPLEMENTARIO DEL CANCER

tiempo ataquen simultdneamente varias de las vias
metabdlicas que han sido modificadas en las células can-
cerosas sin lesionar las células normales.

Precisamente es a este nivel, que la Ozonoterapia
puede ser de gran utilidad como un importante
tratamiento complementario dado que sus propiedades
bioldgicas y farmacoldgicas actian precisamente mejo-
rando la oxigenacion en tejidos tumorales, el metabolismo
celular, modula también el estrés oxidativo y la inmuno-
supresion que presentan, asi como el desbalance hor-
monal. Todas estas modificaciones fisioldgicas pueden
conducir a los pacientes con cadncer no una curacion de
esta enfermedad tan compleja, pero si a reducir la progre-
sion de la enfermedad y en el mejor de los casos a inacti-
vacion de la misma mientras el paciente este bajo estos
tratamientos de manera prolongada.

Mi experiencia clinica en Ozonoterapia data del afio
2000 a la fecha. En estos afos he atendido alrededor de
70 pacientes con diversos tipos de tumores cancerosos
que acuden a mi consulta privada a sabiendas que no soy
oncdlogo, desesperados y solicitando ayuda por el dete-
rioro producido por la enfermedad y por las complica-
ciones de los tratamientos oncolégicos convencionales
que estan siguiendo. Aunque los resultados clinicos con
el ozono se van dando poco a poco, segun se va restable-
ciendo el metabolismo del oxigeno, el sistema Redox y el
sistema inmunoldégico, es muy gratificante profesional-
mente constatar que la mayoria de los pacientes ven dis-
minuir o desaparecer los molestos sintomas que los

agquejan como: nduseas, vomitos, evacuaciones diarreicas,
falta de energia, insomnio, neuroparesias y dolor, entre
otros sintomas comunes en este tipo de pacientes, al
tiempo que se restablecen las funciones digestivas, se re-
vierte la caquexia, ganan peso y restablecen sus niveles de
energia y sus patrones de suefo.

En pacientes con dolor severo por el proceso tumoral
0 sus metastasis, el dolor poco a poco se reduce consider-
ablemente, por lo que se hace mas facil manejarlos far-
macolégicamente, mejoran su calidad de vida,
permitiéndoles, en la mayoria de los casos, llevar una vida
practicamente normal y se alarga la sobrevida mas alla de
los pronésticos habituales.

Es importante también destacar que muchas veces los
pacientes acuden buscando ayuda en etapas terminales
y con un gran deterioro biolégico. En estos casos la
Ozonoterapia tiene muy poco que ofrecerles por el severo
fallo multisistémico que presentan, lo mismo ocurre con
enfermos y familiares impacientes que buscan en la
Ozonoterapia un resultado magico instantaneo, que no le
exigen a la medicina oncoldgica convencional y abando-
nan el tratamiento antes de que puedan manifestarse sus
efectos descritos.

Se puede concluir que la ozonoterapia puede ser una
terapia coadyuvante de gran utilidad para el manejo de
los pacientes con cancer que deberia ser correctamente
evaluada por la oncologia clasica en base a estudios cien-
tificos, casi imposibles de llevar a cabo por los médicos
que a nivel privado ejercen la Ozonoterapia.
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Resumen

Queda mucho por investigar sobre el proceso de
maduracion y desarrollo del Sistema Nervioso, pero dadas
las propiedades bioldgicas del ozono, se supone que sea
de utilidad en el mejoramiento de la calidad de vida del
paciente con Pardlisis Cerebral. Debido a esto se decidié
realizar este pre-experimento con disefio de pre-pruebay
post-prueba, con un solo grupo, en el Hospital Pediatrico
Provincial de Sancti Spiritus en el periodo de junio 2006-
diciembre 2009, con el objetivo de determinar la utilidad
de la ozonoterapia en el tratamiento de la Paralisis Cere-
bral. La poblacién estuvo constituida por los pacientes re-
mitidos a la consulta de ozonoterapia, conformandose el
grupo de estudio por 43 pacientes. Las variables anal-
izadas fueron: patrén de suefio y de alimentacién, ganan-
cia de peso y respuesta clinica del estado inmunoldgico.
La via de administracién fue la rectal; se utilizaron concen-
traciones entre 15-18- 20-25 mcg/ml, los volimenes vari-
aron segun la edad y peso del paciente. Se indicaron ciclos
de 20 sesiones, cada 3 meses, a completar 4 durante un
ano. Los pacientes fueron evaluados clinicamente antes y
después de cada ciclo. El grupo de estudio estuvo confor-
mado por el mayor nimero en el grupo de 1 a 5 afos. Las
variables dependientes analizadas, mostraron significativa
mejoria al concluir el tratamiento con ozono. En cuanto a
la variabilidad del peso corporal, el mayor porcentaje fue
ascendente. El grupo de menores de un afo presentd
mejor respuesta respecto la espasticidad. No se recogi6 en
ninguin caso evento adverso.

Palabras claves: ozonoterapia, Parélisis Cerebral.
Introduccion

La paralisis cerebral (PC) es un término descriptivo que
histéricamente se emplea para agrupar con objetivos ter-
apéuticos, epidemioldgicos y admi-nistrativos, diversos
desoérdenes motores y posturales causantes de limitacion
en la actividad, atribuidos a trastornos no progresivos que
ocurrieron en el cerebro en desarrollo, durante la etapa
fetal o infantil temprana (1, 2). Su prevalencia se encuentra
entre 1,5y 3 por cada 1 000 nacidos vivos, y se clasifica ha-

bitualmente en congénita o adquirida, de acuerdo al mo-
mento de ocurrencia del dafio cerebral (3-7).

Los sindromes motores se manifiestan por alteraciones
de la postura, de los movimientos voluntarios y reflejos, lo
que conduce al desarrollo de una minusvalia fisica impor-
tante. Estos pacientes también presentan, en diferentes
grados, otras alteraciones del neurodesarrollo (convul-
siones, retraso psicomotor y del lenguaje, trastornos del
aprendizaje, atencién y conducta). Las manifestaciones
clinicas varian en su expresion segun la edad de concep-
cién, etiologia y localizacion de las lesiones o anomalias.
(8)

Las patologias asociadas con la PC se producen por
igual antes, durante o después del parto. Aproximada-
mente el 35% de las que ocurren durante el parto se
deben a hipoxia-isquemia (HI), pero solamente entre el 12
y el 23% desarrollan PC moderaday grave (9,10). Aquellos
neonatos mayores de 34 semanas de gestacion que desar-
rollen PC de tipo cuadriplejia espastica o discinética de-
bido a HI durante el parto, deben presentar las siguientes
evidencias:

1. Acidosis metabdlica durante el parto en el feto o
en la sangre arterial del cordén umbilical, o
periférica al nacer (pH < 7, déficit de
bases > 16 mM/L).

2. Encefalopatia moderada o grave en las primeras
24 h de vida.

Otros factores que apoyan el diagnéstico de ence-
falopatia neonatal debido a HI durante el parto son:

1. La presencia durante el parto de un evento
hipéxico centinela (ruptura del Gtero,
desprendimiento de la placenta, prolapso
del cordén, embolismo de liquido amnidtico,
transfusion fetal debido a vasos previos o
hemorragia fetal-materna).

2. Deterioro rapido y sostenido de la frecuencia
cardiaca fetal durante el evento hipdxico
centinela en un feto con ritmo cardiaco previo
normal.

3. Puntuacion de Apgar de 0 a 6 durante mas de
5 minutos.

4. Afectacion temprana de otros 6rganos.

5. Evidencias en la resonancia magnética (RM)
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de HI cerebral temprana —edema cerebral
temprano entre 6-12 horas y, principalmente, a
los 4 dias de edad en la mayoria de los casos a
término (11).

A pesar de los adelantos médicos en los campos de la
medicina obstétrica y perinatal, desdichadamente, no ex-
iste tratamiento preventivo, ni curativo para la PC. Por
tanto, la imposibilidad de evitar las lesiones cerebrales ir-
reversibles en los recién nacidos con encefalopatia hipox-
ico-isquémica y mejorar las alteraciones clinicas de los
pacientes con PC, ha motivado el desarrollo de esta inves-
tigacion para evaluar la eficacia y seguridad de la
ozonoterapia, como tratamiento alternativo en el manejo
integral del paciente con Lesién Estatica del SNC, teniendo
como base los estudios preclinicos y clinicos realizados en
diversas patologias donde el fendémeno de
isquemia/reperfusiéon ha estado presente y se han
obtenido resultados beneficiosos, siendo posible, dadas
las propiedades bioldgicas del ozono, que su empleo en
pacientes con Paralisis Cerebral redunde en mejor calidad
de vida para los mismos.

Objetivos
General:
= Evaluar la utilidad de la Ozonoterapia en la Parali-
sis Cerebral.
Especificos:
= Determinar la mejoria clinica que se establece
con la Ozonoterapia en cuanto: patrén de alimentacién,
ganancia de peso, patréon de suefo, estado inmunolégico
y espasticidad.
= Describir y cuantificar los eventos adversos.

Material y Método

Tipo de estudio: Pre-experimento con disefo de
preprueba y postprueba, con un solo grupo.

La poblacién estuvo constituida por los pacientes con
diagnésticos de PC, que fueron remitidos a consulta de
Ozonoterapia y el grupo de estudio los que cumplieron
con los criterios de inclusion y no cumplieron los de ex-
clusion.

Criterios de inclusion: Diagnoéstico de PC, padres que
dieron consentimiento informado.

Criterios de exclusion: Desnutricion severa, anemia,
trastornos plaquetarios, los que recibieron menos de 15
sesiones del tratamiento por ciclos o que no completaron
los 4 en un afo.

Operalizacion de las variables:

e variable independiente: Utilizacién de la Ozonoter-
apia

e variables dependientes: patrén de sueno, patrén de
alimentacién, ganancia de peso, respuesta clinica del es-
tado inmunolégico.

Se utilizé equipo OZOMED mini. El ozono médico se
administroé por la via rectal.

Se emplearon concentraciones entre 15-18-20-25
mcg/ml, los volumenes de acuerdo a la edad y peso del

paciente. Se indicaron ciclos de 20 sesiones, cada 3 meses,
a completar 4 ciclos en un afo.

Fueron evaluados clinicamente antes y después de
cada ciclo, se tuvieron en cuenta la respuesta a patréon de
alimentacién, ganancia de peso corporal, patron de suefio,
respuesta clinica del estado inmunolégico.

Resultados y Discusion:

En la Tabla I, se describe la composicién del grupo de
estudio, se constatd que la mayoria de los casos, en un por-
centaje de 41.9, se encontraban en la edad comprendida
entre 1y 5 anos, sequido de los menores de un afno pre-
sentes en un 23.2% . Es muy importante tener en cuenta
que mientras mas tempranamente se inicie el tratamiento,
mejores seran los resultados a obtener, ya que se evita el
tener que enfrentar secuelas irreversibles que entor-
peceran la evolucién de la enfermedad.

Tablall.
Distribucidn segtin sexo y edad del grupo de estudio.
Hosp. Ped. Prov. S.Sptus. 2006-2009.

Grupodeedad | SexoM | SexoF Total %

Menor 1 afio 6 4 10 23,2
1-5 afos 10 8 18 41,9
6-10 anos 3 5 8 18,6
11-15 anos 2 1 3 7,0
Mayor 15 afhos 3 1 4 9,3

Total 24 19 43 100

Fuente: Historia Clinica del paciente.

LaTabla Il, muestra el comportamiento de las variables
dependientes del estudio antes y después del tratamiento;
en el caso del patron de alimentacién ineficaz presente en
el 53.4% de los casos, descendio hasta el 9.3%, siendo muy
positivo el resultado, dado fundamentalmente por el au-
mento del apetito, mostrando los niflos mayor avidez por
los alimentos. El patrén de sueno alterado también mostré
mejorias evidentes, presente en un 27.9%, antes del
tratamiento y luego sélo persistié en 3 pacientes, para un
6.9%.

Estos pacientes se caracterizan por presentar cuadros
recidivantes de Infecciones Respiratorias y digestivas, pro-
ducto de cierto debilitamiento de su estado inmunolégico
y por las caracteristicas especificas que poseen, como
trastornos en el tono muscular, incapacidad para deambu-
lar, de eliminar secreciones respiratorias, entre otras que los
hacen muy susceptibles a padecer estas complicaciones;
antes del tratamiento el 69.7% mostraban antecedentes
clinicos de estado inmunoldgico deficiente y después del
tratamiento, se constaté una activacion en la respuesta in-
munoldgica dado que sélo persistia en el 18.6%.
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Tabla ll.

Comportamiento de variables dependientes antes
y después de la Ozonoterapia (4 ciclos).
Hosp. Ped. Prov. S.Sptus. 2006-2009.

las reas relacionadas con el acto motor voluntario. En el
caso particular de la espasticidad del nifio portador de una
P.C. se considerd que el factor mas eficaz en el tratamiento
resultd ser el inicio precoz de las acciones terapéuticas. Ac-
tuar eficientemente en ese momento permite neutralizar
en la mayoria de los casos el curso de la misma, incluso an-
ularla. Los objetivos fundamentales en el tratamiento son
los siguientes:

« Incrementar la capacidad funcional del individuo, y

su independencia.

* Prevenir la aparicién de complicaciones secundarias,

como las deformidades articulares, retracciones tendi-

Variables dependientes Antes de Ia- Después de !a

R Ozonoterapia | Ozonoterapia

analizadas
n=43 n=43

Patron de alimentacion 23 (53.4%) 4 (9.3%)
ineficaz
Patron de suefo alterado 12 (27.9 %) 3 (6.9%)
Estado inmunoldégico 30 (69.7%) 8 (18.6%)
deficiente S o7

Fuente: Historia Clinica del paciente.

El comportamiento de la variabilidad del peso corporal
al concluir los ciclos de Ozonoterapia se expone en la
Tabla Ill, donde el mayor porcentaje, mostré un aumento
de peso corporal condicionado por estimulacion del
apetito, y mantenimiento prolongado de estado de salud
Optimo; sélo el 15.2% presentd variabilidad de peso esta-
cionario y el 9.0% disminuyé de peso, coincidiendo con
los pacientes que no mostraron buena respuesta al
tratamiento. No se tomaron en cuenta los menores de un
ano ya que en esta edad el aumento gradual de peso es
una respuesta fisiolégica al crecimiento y desarrollo, por
lo que no resultd ser objetivo de analisis el compor-
tamiento del peso corporal en este grupo de edad.

Tabla lll.
Comportamiento de variabilidad del peso corporal
al concluir los ciclos de Ozonoterapia.
Hosp. Ped. Prov. S.Sptus. 2006-2009.

Variabilidad del Peso . .
numero porcentaje
corporal (kgs)
aumento 25 75,8%
estacionario 5 15,2%
disminuido 3 9,0%
Total 33 100%

* Se tomaron en cuenta, solo a los nifios mayores de 1 ario.

La Tabla IV, muestra el comportamiento de la espasti-
cidad al finalizar el tratamiento. Se conformaron 3 grupos
cuantitativamente idénticos, pero de edades diferentes,
observandose una mejor respuesta en los de edades mas
tempranas. Uno de los elementos que mas afecta la ca-
pacidad funcional del nifo portador de una P.C, es la es-
pasticidad, comportamiento motor desordenado, carac-
terizado por un incremento del tono y de la reflectividad
que resulta presente en las lesiones de primera neurona,
el cual es secundario a alteraciones neurofisiolégicas, bio-
quimicas o estructurales de la corteza, especialmente en

nosas, Ulceras por presion, espasmos, escoliosis.
« Garantizar el maximo grado de integracién social.

Tabla V.

Comportamiento de la espasticidad versus edad,
en pacientes tratados con ozonoterapia.
Hosp. Ped. Prov. S.Sptus. 2006-2009.

Presencia de Presencia de
espasticidad espasticidad
Grupo de edad antes de la después de la
Ozonoterapia Ozonoterapia
n=8 n=8
Menor de 1 afio 8 1
1-5 anos 8 3
6y mas 8 6

Fuente: Historia Clinica del paciente.

La ocurrencia de eventos adversos se expresan en la
Tabla V. Como puede verse en este estudio, no se recoge
la ocurrencia de eventos adversos durante el tratamiento;
es muy conocido que la ozonoterapia es un tratamiento
inocuo, mas cuando se utiliza en dosis adecuadas y por
vias seguras, en este caso la via sistémica utilizada resulté
ser la rectal, la indicada en pacientes pediatricos, la cual
resulta ser muy segura y eficaz.

Tabla V.
Eventos adversos durante el tratamiento con Ozonoterapia.
Hosp.Ped. Prov. S.Sptus. 2006-2009

Eventos Adversos niimero porcentaje
Ligeros 0 0
Moderados 0 0
Severa 0 0
No eventos 43 100%
Total 43 100%
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Conclusiones:

e El grupo de estudio estuvo conformado mayoritaria-
mente por el grupo de nifos de 1 a5 anos.

e Las variables dependientes analizadas; patron de
sueno, patron de alimentacion y respuesta clinica del es-
tado inmunoldégico, mostraron significativa mejoria al con-
cluir el tratamiento con ozono.

e En cuanto a la variabilidad del peso corporal, el mayor

spuesta ante la espasticidad.
¢ No se recogié en ningun caso evento adverso.

Recomendaciones:

e Realizar un experimento con un mayor nimero de
casos

¢ Resulta muy util y factible la incorporacién de la
Ozonoterapia como tratamiento coadyuvante en la reha-

bilitacion del nifo con Pardlisis Cerebral para alcanzar una
mejor calidad de vida.

porcentaje presenté aumento de peso.
e El grupo de menores de un afno presenté mejor re-
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RESUMEN

Las enfermedades cerebrovasculares (ECV), constitu-
yen uno de los problemas de salud mas importantes en
todos los paises desarrollados y también en Cuba. En la
atencion primaria de salud se desarrollan las acciones de
promocién y prevencion, modificaciones de estilo de vida
de la poblaciéon e incremento de la pesquisa activa en los
individuos en riesgo, estando todos los esfuerzos dirigidos
hacia la prevencion de las enfermedades cerebrovascula-
res, actuando fundamentalmente en el control de los fac-
tores de riesgo. En el Servicio de Calidad de Vida del Centro
Nacional de Medicina Natural y Tradicional en el periodo
comprendido desde enero de 2007 hasta diciembre de
2009, se hizo un seguimiento de 120 pacientes con dife-
rentes factores de riesgos (edad, diabetes mellitus, hiper-
tension, dislipidemias, cardiopatias) con el objetivo de
determinar el efecto de la ozonoterapia en el control de
los factores de riesgo del ictus. La muestra se dividio ale-
atoriamente en dos grupos de 60 individuos. A los pa-
cientes del grupo de estudio se les aplicaron 20 sesiones
de ozono rectal de lunes a viernes durante 4 semanas, as-
cendiendo paulatinamente la dosis cada 5 sesiones. Este
ciclo se repitié cada tres meses hasta completar cuatro ci-
clos. Ademas recibian la terapia convencional establecida
para estas patologias. Al grupo control solo se le aplicé la
terapia convencional. A todos se les realizé una evalua-
cion de los pardmetros bioquimicos y clinicos antes del
tratamiento y cada tres meses después de cada ciclo. Los
resultados obtenidos demostraron que los pacientes que

recibieron tratamiento con ozonoterapia se mantuvieron
mas estables desde el punto de vista clinico y bioquimico
que el grupo control y no presentaron ninguna compli-
cacion cerebro vascular ni eventos adversos al trata-
miento.

INTRODUCCION

La enfermedad cerebrovascular (ECV) es una de las
principales causas de mortalidad y de morbilidad en todo
el mundo. Segun la OMS, se considera la tercera causa de
muertey la primera de invalidez en la poblacién adulta en
el orbe. Mientras la mayoria de los paises desarrollados
muestras tasas estables de mortalidad por ECV, los paises
en desarrollo incrementan sus tasas anuales de prevalen-
ciay mortalidad; 4,5 millones de los 10 millones de muer-
tos anuales por ECV pertenecen a los paises no
industrializados. Se sabe también que hasta un tercio de
los pacientes que sobreviven quedan con secuelas invali-
dantes, y hasta un 25% presentaran después del ictus un
deterioro cognitivo en mayor o menor grado.'*

En la atencion primaria de salud se desarrollan las ac-
ciones de promocién y prevencién, modificaciones de es-
tilo de vida de la poblacién e incremento de la pesquisa
activa en los individuos en riesgo, estando todos estos es-
fuerzos dirigidos hacia la prevencion de las enfermedades
cerebro vasculares, actuando fundamentalmente en el
control de los factores de riesgo.’

En el Servicio de Calidad de Vida del Centro Nacional
de Medicina Natural y Tradicional se realizd un estudio de
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pilotaje en el periodo comprendido desde enero de 2007
a diciembre de 2009, donde se hizo un seguimiento de
120 pacientes con uno o mas factores de riesgo (edad,
diabetes, hipertension, dislipemias, cardiopatias) con el
objetivo de determinar el efecto de la ozonoterapia en el
control de estas patologias y en el futuro poder realizar un
proyecto de investigacion tomando como base los resul-
tados que se obtuvieran en el presente trabajo.

DISENO METOLOGICO DE LA INVESTIGACION

La muestra se dividi6 aleatoriamente en dos grupos de
60 individuos cada uno. Alos pacientes del grupo de es-
tudio se les aplicaron 20 sesiones de ozono rectal, de
lunes a viernes durante 4 semanas, ascendiendo paulati-
namente la dosis cada 5 sesiones. Este tratamiento se re-
pitié cada tres meses hasta completar cuatro ciclos.
Ademas recibian la terapia convencional establecida para
estas patologias.

Al grupo control solo se le aplicé la terapia convencio-
nal.

A continuacién se muestra el esquema de tratamiento
para ambos grupos y las dosis de ozono empleadas:

® Grupo 1 control: Recibio el tratamiento especifico es-
tablecido para cada patologia o factor de riesgo inclu-
yendo, medicamentos, orientaciones generales vy
educativas.

Los pacientes con hipertension fueron tratados con
(diuréticos e hipotensores), los diabéticos fueron tratados
con hipoglicemiantes orales (Glibenclamida o Merfor-
mina) los que presentaban hiperlipemias, fueron tratados
con estatinas (Simvastatina), los que padecian cardiopatia
isquémica fueron tratados con antiagregantes , bloquea-
dores beta, estatinas y bloqueadores del sistema renina-
angiotensina-aldosterona con inhibidores de la enzima de
conversion de angiotensina (IECA) o antagonistas de los
receptores de la angiotensina Il (ARA-II).

e Grupo 2 de estudio con ozono: Recibié tratamiento
con ozonoterapia: 20 sesiones por via rectal usando una
dosis escalonada y ascendente de la siguiente manera:

DOSIS DE OZONO UTILIZADA

-100 cc a una concentracién de 25ug/ml
5 sesiones Primera semana

-150 cc a una concentracién de 30pg/ml
5 sesiones Segunda semana

-150 cc a una concentracién de 35ug/ml
5 sesiones Tercera semana

-200 cc a una concentracién de 40ug/ml
5 sesiones Cuarta semana

CARACTERIZACIONDE LA MUESTRA

La seleccion de los pacientes para su inclusién en cada
grupo fue realizada al azar. Se encontré una mediana de
la edad de 67 afos para el grupo control y de 66.5 para el
grupo ozono, (tablala) siendo por tanto una muestra ho-

mogénea, confirmando que la edad es el factor de riesgo
no modificable mas significativo de padecer Ictus, coinci-
diendo con la bibliografia revisada.6

La distribucién por sexo fue de 67 mujeres para un
55,8%y de 53 hombres para un 44.2%. (Tabla Ib).

Entre los factores de riesgo predominé la hipertension
arterial (HTA) en ambos grupos de tratamiento estudia-
dos, control y ozono, con 56.6% Yy 60% respectivamente;
seguidos por la diabetes mellitus con 28.3% en la muestra
control y 26.6 % en el grupo ozono; después por las hiper-
lipemias con un 18.3 %en el grupo control y 16.6% en el
grupo ozono Y las cardiopatias con 15% en el control y
16.6% en el ozono. (Tabla Ic)

La presencia de estas patologias se fundamento en lo
siguiente:

La hipertension arterial se definié como la elevacién
persistente de la presion arterial por encima de 140/90
mmHg.

La diabetes mellitus se definié por cifras de glucemia
basal mayor de 126 mg/dL al menos en dos ocasiones, o
por la toma de hipoglucemiantes orales o empleo de In-
sulina.

La dislipemia, por cifras documentadas de lipoprotei-
nas de baja densidad (LDL) mayores de 160 mg/dL o lipo-
proteinas de alta densidad (HDL) menores de 30 mg/dL,
Se define hipercolesterolemia cuando la concentracién
de colesterol en plasma es > 240 mg/dl y la hipertriglice-
ridemia cuando la concentracion de triglicéridos es > 200
mg/dl.

La cardiopatia isquémica (Cl), por el hecho de haber
presentado episodios documentados de angina de pecho
o infarto de miocardio.

Para evaluar la percepcién de mejoria del paciente, se
recogieron a través de encuestas, las referencias del pa-
ciente en cuanto a su consideracion sobre si mejoraba os-
tensiblemente de los sintomas primarios después de los
tratamientos; mejoria de su calidad de vida en cuanto a dis-
ponibilidad y capacidad para realizar actividades fisicas e
intelectuales que no podia hacer antes del tratamiento; me-
joria en la calidad del suefio y rendimiento en sus labores.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos fueron comparados a través
del Test de Fisher aplicando el paquete estadistico Fisher's
Exact Test for Count Data y por célculos de los intervalos
de confianza para proporciones.

RESULTADOS

La totalidad de la poblacién estudiada, asi como las
afecciones que presentaban y el numero de ellos que se
mejord con los tratamientos recibidos aparece reportado
en latabla Il

Al analizar la evoluciéon de los pacientes en el tiempo
que durd el estudio, se encontro lo siguiente: En los hiper-
tensos se pudo observar una curva de la tension arterial
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mas estable en un por ciento mayor de los pacientes tra-
tados con ozono que en el grupo control, siendo esta di-
ferencia de un 15.8%. Cuando se aplicé el Test de Fisher
se obtuvo una p=0.2219, resultado no significativo, qui-
zas debido a que el tamano de la muestra era pequerio.

En el caso de los pacientes diabéticos se pudo observar
que la curva glucémica era mas estable en un por ciento
mayor en el grupo tratado con ozono, con una diferencia
de 22.1% por encima del grupo control. Sin embargo al
aplicar el Test de Fisher se obtuvo un valor de p=0.2818,
el cual resultd no significativo, lo que pudiera estar influido
como en el caso de la hipertension, por el pequeno ta-
mano de la muestra.

Los niveles de triglicéridos regresaron a la normalidad
en un 90% de los pacientes tratados con ozono y en un
72% de los pacientes del grupo control con una diferencia
de un 17.3 % a favor del grupo ozono respecto al control.
Se les aplico el Test estadistico de Fisher y se obtuvo una
p=0.5865, la cual no muestra diferencia significativa entre
los dos grupos, al igual que en los dos casos analizados an-
teriormente.

Los pacientes con cardiopatia isquémica mejoraron
sus sintomas, tales como las crisis de dolor precordial, las
que disminuyeron en mas del 50% en su intensidad y fre-
cuencia; la capacidad para realizar actividades fisicas, con
una tolerancia mayor para realizar las labores diarias que
requieren de un moderado esfuerzo, considerablemente
mas en el grupo tratado con ozono que en el grupo con-
trol; mejorando el 100% de los pacientes tratados con
ozonoy el 55.5% en el grupo control, para una diferencia
de un 44.5 % a favor del grupo ozono. En este caso cuando
se aplico el Test de Fisher se obtuvo una p=0.03 con una
alta significacion estadistica, aun cuando la muestra era
pequena.

Al evaluar la percepcién de mejoria del paciente se ob-
servo por las encuestas realizadas, que todos los pacientes
tratados con 0zono(100%) refirieron una mejoria osten-
sible de sus sintomas, se favorecio su calidad de vida en
cuanto a disponibilidad y capacidad para realizar activida-
des fisicas e intelectuales, lo cual no podian hacer antes
del tratamiento; hubo también una mejoria en la calidad
del suefioy en el rendimiento de sus labores, mientras que
solo un 25% los pacientes del grupo control percibieron
dichos beneficios. En este caso al aplicar el Test de Fisher
se encontré una p=2.249e-05, lo que implica que hay una
diferencia altamente significativa entre el grupo tratado
con ozono Yy el control, a favor del primero.

En el periodo en que se le realizé el sequimiento a los
pacientes, se presentaron en el grupo control tres casos
con isquemias transitorias (5,5 %,) (tabla IV) lo cual coin-
cide con la bibliografia que sefala que entre el 70-80 % de
todas las ECV son isquémicas.’

Al aplicar el método estadistico Fisher's Exact Test for
Count Data, se obtuvo una p-value = 0.2443. En este caso
no se detectaron diferencias significativas mediante esta
prueba estadistica entre los dos grupos.

Los intervalos del 95% de confianza para la proporcién
de pacientes con isquemias transitorias se solapan. Para el

grupo control la estimacién fue 5% y el intervalo estuvo
entre [1.7% - 13.7%] mientras que para el grupo ozono fue
0% y su correspondiente intervalo [0% - 6.0%]. Indicando
que con estos resultados es imposible establecer con gran
seguridad que el grupo 2 es mejor que el 1, aunque las
medianas sugieren que con mas pacientes esto pudiera
detectarse.

En la caracterizacion de los pacientes que presentaron
isquemias transitorias se puede observar que todos pre-
sentaban tres o mas factores de riesgos, incluyendo la
edad, pues los tres pacientes pasaban de 70 afios y ade-
mas ninguno de ellos recibié tratamiento con ozono.

DISCUSION

Un factor importante no modificable que predispone
a la aparicion enfermedades cerebrovasculares especifica-
mente el ictus es la edad, de manera directamente propor-
cional a la cantidad de afnos, debido a los cambios
fisiol6dgicos que aparecen con la edad avanzada, La edad
es el factor de riesgo mas frecuente de las enfermedades
cerebrovasculares, y se duplica la incidencia de las mismas
cada 10 anos, después de los 55 afos de edad. Los enfer-
mos que han padecido un accidente cerebrovascular,
segun la bibliografia revisada, presentan entre 7y 10 %
de riesgo de padecer otro, y es la edad el factor de riesgo
mayor, en el Ter afo después del primer ACV; las personas
mayores de 65 afos tienen un riesgo 7 veces mayor a
morir de ACV.°

También en estos grupos etarios se presentan con fre-
cuencia otros factores modificables, pudiendo coincidir
mas de una de estas patologias en un mismo paciente, in-
crementandose la posibilidad de presentar complicacio-
nes como el ictus,? lo que hace pensar que es importante
realizar un trabajo de prevencion y seguimiento de estos
grupos etarios, que ademas resultan mayoritarios en casi
todos los paises.

En la caracterizacion de los pacientes que presentaron
ataques de isquemia transitoria (AIT) segun riesgo, se
puede ver que de los tres casos afectados el 100% eran hi-
pertensos, la diabetes se presenté en 66,6 %, al igual que
la cardiopatia, y la hiperlipemia en un 33,3 %. También se
pudo constatar que en los casos que presentaron AlT el
66,6 % padecian cuatro de los factores de riesgo y el 44.4%
presentaban tres de los factores de riesgos analizados.
Esto indica un efecto aditivo de varios factores que poten-
cializa el riesgo de padecer ictus, lo cual se ha referido en
otros estudios.*

En cuanto a la hipertension arterial, se impone un con-
trol de las cifras tensionales elevadas, encaminado a la
prevencion de sus efectos en los érganos dianas, para evi-
tar las complicaciones que ello provoca. En este estudio se
pudo observar un 15.8% de pacientes mejorados con
ozono por encima del grupo control, aunque por el ta-
mano de la muestra no se encontré una diferencia esta-
disticamente significativa al realizar la comparacién; no
obstante en la practica un mayor nimero de pacientes
mejoraron esta patologia en el grupo con ozono que en
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el control, lo que pudiera deberse a que el ozono tiene un
efecto protector celular, y ademas actta sobre el flujo san-
guineo y la oxigenacion de los tejidos, ejerciendo un
efecto directo sobre el funcionamiento de la célula endo-
telial, aspectos determinantes, no solo en la prevencion
de las enfermedades cerebrovasculares, sino en la recu-
peracion de pacientes afectados por ictus.®

Referente a la diabetes, en este estudio se pudo ver
que mejoraron mayor cantidad de pacientes en el grupo
con ozono (75%) que en el grupo control (52.2%), a pesar
de que por el reducido tamafio de muestra no se pudo de-
mostrar estadisticamente que esta diferencia fuera signi-
ficativa. Se sabe que la hiperglucemia a través de
diferentes vias favorece un estrés oxidativo que se rela-
ciona con las complicaciones vasculares de la diabetes,®
se ha visto que la ozonoterapia puede reducir los valores
de glucemia hasta normalizarlos por un efecto en la sus-
ceptibilidad de la insulina,” por lo que se infiere la impor-
tancia que esto significa en la prevencion del ictus en el
paciente diabético, ademas de sus efectos beneficiosos
sobre el metabolismo celulary de estimulacién de los me-
canismos enddgenos para enfrentar el estrés oxidativo
crénico y mantenido que sufren estos pacientes.®

Al analizar los pacientes con hiperlipemias se com-
probd que un 90% de los tratados con ozono normaliza-
ron sus cifras de colesterol y triglicéridos, mientras que en
el grupo control se normalizaron estas cifras en el 72.2%,
o sea un 17.3% menos que en el primero, lo que parece
indicar que la ozonoterapia ha sido efectiva para estabili-
zar estos valores de la quimica sanguinea. Resultados se-
mejantes han sido descritos en otras investigaciones
realizadas por otros autores,®'" aunque en el presente es-
tudio no fue posible determinar que dicha diferencia fuera
estadisticamente significativa.

En el grupo control durante el tiempo que dur6 el es-
tudio se presentaron tres casos de ataques de isquemia
cerebral transitoria (un 5% de la muestra), que como se
sabe predispone a la aparicién de ictus con mas frecuen-
ciay al compararlo con el grupo tratado con ozono se ve
que en el mismo no se presentd ningun caso. Esto pudiera
ser respaldado por los efectos biolégicos del ozono, que
favorece la oxigenacion cerebral con una mayor produc-
cién energética, también por el mejoramiento de las pro-
piedades hemorreolégicas de la sangre, facilitando una
mejor irrigacién cerebral y con la propiedad de ceder mas
facilmente el oxigeno a la célula, ademas de la estimula-
ciéon de los sistemas de defensa antioxidante , disminu-
yendo los dafos que pudieran ocasionar las especies
reactivas de oxigeno cuando no son controladas.'

También puede ser determinante el efecto antiagre-
gante plaquetario del ozono demostrado en otros estu-
dios realizados.”

En los pacientes con cardiopatia isquemica crénica,
donde hubo una diferencia altamente significativa entre
los dos grupos de tratamiento, a favor del tratado con
ozono, puede tenerse en cuenta que durante los ultimos
anos se ha observado que la inflamacién es un mecanismo
clave de la aterogénesis y de la progresion rapida de la en-

fermedad arterial coronaria. Cuando el estimulo inflama-
torio es persistente o se repite continuamente se produ-
cird una inflamacion crénica, que puede llegar a destruir
el tejido y/o producir la pérdida de la funcionalidad del 6r-
gano afectado.

Ademas se sabe que hay un vinculo entre inflamacion
y trombosis, influyéndose de forma reciproca.. Las células
endoteliales estimuladas por citocinas, producen sustan-
cias procoagulantes como el factor Von Willebrand, factor
tisular y los inhibidores 1y 2 del activador del plasminé-
geno. Las células inflamatorias activadas sintetizan molé-
culas que modulan la cascada trombética.

Se sabe que la inflamacién en las placas ateroscleréti-
cas puede estar desencadenada, mantenida e incremen-
tada por multiples factores, como la presencia de LDL
oxidadas, incremento de la concentracion de radicales su-
peroxido, macréfagos activados, linfocitos activados, in-
cremento de IL-1, IL-6, IFN-g Lp(a)."

Al utilizar el ozono por via rectal, a dosis terapéutica,
se obtiene una mejoria en el metabolismo del oxigeno y
la circulacién sanguinea y una estimulacion de los siste-
mas de defensa antioxidantes, entre otros efectos.'26-25
Por tanto, se estard actuando endégenamente sobre la
aterogénesis y también en la progresion rapida de la en-
fermedad arterial coronaria, disminuyendo la aparicién de
complicaciones. Estudios en modelos animales han de-
mostrado que la aplicacion rectal de ozono tiene un efecto
protector del endotelio vascular,? asi como una accion re-
guladora de las concentraciones de 6xido nitrico endo-
geno,”’ descrito como factor relajante derivado del
endotelio.?® El ozono al tener una accién directa sobre los
globulos rojos, mejora sus propiedades reoldgicas, au-
mentando su capacidad de transporte de oxigeno, asi
como su superficie de intercambio. Hay un aumento de su
elasticidad, lo que les permitira una mayor penetracién a
través de los capilares sanguineos.'>'22 Todo ello mejora
el intercambio de sustancias entre la sangre circulante y
los tejidos corporales, aumentando la presion parcial de
oxigeno y la oxigenacion de los tejidos, de esta forma se
previenen los eventos isquemicos.'?

El ataque isquémico transitorio (AIT) se define como la
disfuncién cerebral focal o monocular con una duracion
de los sintomas menor de 24 horas, causada por una insu-
ficiencia vascular debida a trombosis o embolismo arterial,
asociada a enfermedad arterial, cardiaca o hematoldgica.?®
Su incidencia anual en la poblacién espafiola varia segin
los estudios®*32 de 35 a 280 casos por 100.000 habitantes;
la media de dicha incidencia es similar a la descrita en
EE.UU., de 64 casos por 100.000 habitantes.>* Aproximada-
mente el 15% de los pacientes que han sufrido un infarto
cerebral refiere haber presentado previamente un AIT 34,
Tras un primer episodio de AlT, el 10,5% de los pacientes
sufre un ictus en los siguientes 90 dias, la mitad de los cua-
les lo hacen en las primeras 48 horas.35 A largo plazo, la
principal causa de muerte en estos pacientes es la enfer-
medad cardiaca isquemica.?® A los 10 afnos, mas del 40%
de los pacientes con un AIT ha presentado un infarto de
miocardio, un infarto cerebral, o bien ha muerto por una
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causa vascular.?” Estas cifras permiten considerar el con-
junto de pacientes que han presentado un AIT como un
grupo de alto riesgo,3® en el que es necesaria una ade-
cuada prevencion para disminuir la incidencia de nuevos
episodios vasculares graves. Estos tratamientos podrian
optimizarse si se conociera el perfil clinico del paciente
con AT, el cual tiene un mayor riesgo de presentar recu-
rrencia vascular. Por lo que se puede considerar de gran
importancia el tratamiento de las diferentes patologias o
factores de riesgos para evitar la aparicion de estos ata-
ques transitorios y por ende disminuir la incidencia del
ictus, lo cual puede lograrse en alguna medida con la apli-
cacion de la ozonoterapia.

El hecho de que los el 100% de los pacientes tratados
con 0zono tuvieran una percepcién de mejoria, con una
significacion estadistica a su favor al compararla con el
grupo control, puede deberse a la accion de la ozonotera-
pia sobre el metabolismo del oxigeno, con su consecuente
aumento en la obtencion de ATP, asi como al favorecer las
vias metabolicas 6ptimas para el mejor funcionamiento
del metabolismo celular.

CONCLUSIONES

En el grupo tratado con ozonoterapia no se presenta-
ron episodios de isquemias transitorias. El grupo tratado
con ozono tuvo un mayor por ciento de pacientes mejo-
rados, que el grupo tratado con los esquemas convencio-

nales para cada patologia analizada. La cardiopatia isqué-
mica tuvo una respuesta muy favorable al tratamiento con
0zono, con una mejoria de los sintomas y de la calidad de
vida del paciente muy superior a los que recibieron los tra-
tamientos convencionales, diferencia que fue estadistica-
mente significativa. Hubo un por ciento mayor de
pacientes portadores de hipertension arterial, diabetes e
hiperlipemia que mejoraron cuando recibieron el trata-
miento con ozono adicionalmente al tratamiento conven-
cional, que los que recibieron solo este ultimo, pero la
diferencia detectada no fue significativa estadisticamente.

No se reportaron eventos adversos con el uso de la
ozonoterapia.

RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de la ozonoterapia como coad-
yuvante en pacientes con patologias que constituyen fac-
tores de riesgo de padecer ictus.

Se recomienda, el tratamiento con ozonoterapia como
coadyuvante en pacientes con cardiopatias isquemias, a
las dosis descritas en este estudio.

Utilizar la ozonoterapia en la Atencién Primaria de
Salud para prevenir los accidentes vasculares encefalicos
y favorecer una mejor calidad de vida de la poblacion.

Realizar un estudio con una muestra mayor y con un
seguimiento por mas tiempo.
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ANEXOS

TABLA I a: CARACTERIZACION DE LA MUESTRA POR GRUPOS ETARIOS

Grupos etarios | Grupo control Grupo ozono total
15a30 1 1 2
31a46 6 6 12
47 a 62 14 13 27
63a78 28 25 53
Mas de 78 11 15 26
Total 60 60 120
Mediana 67 66,5

Fuente: Historia Clinica

TABLA | b: CARACTERIZACION DE LA MUESTRA POR SEXO

Grupos Femenino % Masculino %
Control 33 55 27 45
Ozono 34 56,6 26 43,4
Total 67 55,8 53 44,2

Fuente: Historia Clinica

TABLA Ic: CARACTERIZACION DE LA MUESTRA POR PATOLOGIA

) Grupo control | Grupo ozono Total
Patologia
A % A % A %
Hipertensién 34 56,6 36 60 70 58,3
Diabetes 17 28,3 16 26,6 33 27,5
Hiperlipemia 11 18,3 10 16,6 21 17,5
Cardiopatias 9 15 10 16,6 19 15,8

Fuente: Historia Clinica
Leyenda - A: Numero de pacientes afectados con cada una de estas patologias

TABLA II: PACIENTES TOTALES Y MEJORADOS EN TODAS LAS PATOLOGIAS ESTUDIADAS

Grupo control | Grupo ozono Bt
Patologia ozono P

A M | % A M | % |Diferencia %
Hipertension 34 | 22 |647| 36 | 29 | 80,5 15,8 0.2219 NS
Diabetes 17 9 52916 | 12 | 75 22,1 0.2818 NS
Hiperlipemia 1 8 [72,7] 10 9 | 90 17,3 0.5865 NS
Cardiopatias 9 5 |555] 10 | 10 | 100 44,5 0.03 S*
Total 71 | 44 (61,9| 72 | 60 83,3 21,4

Fuente: Historia Clinica
Leyenda - A: Afectados M: Mejorados
Diferencia (%): Diferencia entre el % de mejorados del grupo con Ozono y el grupo Control
P: Significacion estadistica
NS: No significativo p> 0.05
S*: Significativo p< 0.05
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TABLA Ill: PERCEPCION DE MEJORIA POR EL PACIENTE

Percepcion de Grupo control Grupo ozono
mejoria ANM| % | M| % | A | NM| % | M| %

Todos los pacientes

. 60 |45 | 75 |15 |25 |60 | O 0 | 60 | 100
estudiados

Fuente: Historia Clinica
Leyenda - A: Afectados M: Mejorados NM: No mejorados
%: Porciento de mejorados y no mejorados de los 60 pacientes
estudiados en cada grupo.
P =2.249e-05 < 0.01 altamente significativo

TABLA IV: INCIDENCIA DE ISQUEMIAS TRANSITORIAS POR GRUPOS DE TRATAMIENTOS

¥ Esquemias transitorias
GRUPOS Numero : q : :
de muestra Incidencia Porciento
Grupo Control 60 3 5
Grupo Ozono 60 0 0

Fuente: Historia Clinica
P=2443 > 0.05 no significativo.

TABLA V: CARACTERIZACION DE LOS PACIENTES QUE PRESENTARON ISQUEMIAS TRANSITORIAS

HEeas INCIDENCIA
Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 %
Hipertension X X X 8,8
Diabetes Mellitus - X X 11,7
Hiperlipemia X - X 18,1
Cardiopatias X - X 22,2
Edad 72 76 79 7,6
Sexo F M M F=1,6 M=33

Fuente: Historia Clinica
Leyenda - F: Femenino M: Masculino %: Porciento presenté de la muestra que presentaba
cada patologia que presento ataques de isquemia transitoria.
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ABSTRACT

This review aims to focus attention on the bio-oxidative
therapy from the very beginning to date. While ultraviolet
blood irradiation is now hardly performed, oxygen-ozone
therapy, after an empirical stage, has grown to be precise
and safe. Meantime, there is a renewed interest in the
infusion of a dilute solution of hydrogen peroxide in
infectious diseases antibiotic-resistant.

On a parallel line of research, hyperbaric oxygen
therapy has been already accepted by official medicine for
the treatment of specific diseases. Meantime it is
unfortunate that, owing to quacks’ interest in using
ozonated physiologic saline and in claiming to “cure” type-
2 diabetes in 20 days with the unprecise rectal ozone
administration, ozone therapy is losing hope to be
acknowledged as a valid therapeutic approach.

INTRODUCTION

The first idea of using ultraviolet blood irradiation (UBI),
also known as biophotonic therapy or photophoresis for
exploiting its bactericidal and tissue-stimulating effects on
the disfiguring lupus vulgaris was born in the genial mind
of Niels Ryberg Finsen (Nobel Prize for Medicine in 1903)
[1]. Like all Nordish people, he loved the light and sunshine
and he treated his own disease bathing in the sun. Most
importantly he was able to successfully promote this
therapy in tubercolosis.

In the 1920s, UBI was popularized by Emmet Knott [2]
by treating severe infections but it fell out of use after the
power of antibiotics and because Schwartz et al. [3] judged
the procedure too empirical. UBI was and is still partly
considered useful for pathogen reduction, increase tissue
oxygenation, and induction of antioxidant enzymes as well
as activation of the immune system.

Another type of bio-oxidative therapy was proposed
by Dr. L.N. Love working in St. Louis (USA) when, in 1888,
published a paper entitled “Hydrogen peroxide as a
remedial agent”[4]. After almost a century, in 1993 Dr. C.H.
Farr promoted the use of intravenous administration of a
dilute solution (0.03-0.15%) of H202 in several illnesses,
but it hardly became known because Werhly and

Steinbarth [5] had proposed to collect blood in a special
quartz ampoule and to expose it for a short time to UV
light in the presence of pure oxygen followed by re-
infusion into the donor. This method was a re-edition of
UBl and it had been mostly criticized because the ampoule
had to be sterilized each time for avoiding the risk of viral
cross-infections. Unfortunately, such a drawback has
occurred in several occasions [6,7]. Moreover, UBI remains
an uncertain procedure because one never knows the
irradiation efficiency due to progressive decay of the UV
source and the variable time of irradiation with a possible
damage of blood cells.

Luckily, by the 1970’s the physicist Joachim Hansler
invented a reliable ozone generator for medical use and
Hans Wolff [8] realized the need to expose blood to a
mixture of oxygen-ozone in a dispensable, ozone-resistant
glass bottle. Wolff deserves the credit for having
developed the new type of bio-oxidative therapy in the
safe form of ozonated autohemotherapy (AHT).

After three decades, the concept of ozone therapy
remains valid because the most recent ozone generators
incorporate an UV photometer able to precisely monitor
the ozone concentration in real-time. However, as it will be
discussed later, the correct procedure is not accepted by
all ozonetherapists and several pejorative modifications
have been introduced. This is not surprising because in the
medical field, drugs and methodologies undergo
recurrences. While UBI is hardly used, infusion of a diluted
solution of H202 has come back to light owing to
antibiotic resistance and because H,0, has a milder anti-
oxidant potential of 1,78 V compared to ozone, with E° =
+2,076V. H,0, is a physiological molecule considered
essential for the cell life and also because during the
“oxidative burst” is produced for inactivating pathogens
[9].

THE ACTUAL STATE OF ART OF OZONE THERAPY

It is unpleasantly surprising that in the field of
complementary medicine oxygen-ozonetherapy is not
even mentioned because it is a recent development but
mostly because it has no sponsors. Although the
development of this topic has clearly shown to be well
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within the classical biochemistry and pharmacology, in
contraposition to homeopathy, acupuncture,
aromatherapy, Ayurveda and Chinese medicine, it remains
unknown. On the other hand there is an ample literature
and knowledge of ozone toxicity for the pulmonary
system. Indeed as ozone has strong oxidizing properties,
it seems paradoxical that this gas may display beneficial
effects. Although this appears paradoxical, it has been
proven true [10]. On the basis of this synthesis:

30, + 68,400 Cal 5 20,

and the fact that the reaction is reversible, it has been
shown that ozone readily dissolved in the blood water,
releases its energy into hematic components, hence into
the body during the reinfusion procedure into the blood
donor. Ozone is about ten-fold more soluble in water than
oxygen [11,12] and all the basic chemical reactions have
been clarified during the last decade [10,13-18]. The
therapeutic range has been precisely defined to be within
ozone concentrations of 20 (0.42 uM) - 80 (1.68 uM) pg/mL
of gas (pure O,: 95% and O,: 5%) per mL of human blood.
Owing to the potent antioxidant capacity of blood due to
its hydrophilic, lipophilic and cellular enzymes, a small part
of the ozone dose dissolved in the water of plasma is
instantly quenched by free antioxidants (mainly uric acid,
ascorbic acid and albumin) while the bulk of ozone reacts
with polyunsaturated fatty acids (PUFA) mostly present in
the three hydrophobic tasks of albumin [19].

-R-CH=CH-R+H,0 + O; + 5 2RCHO + H,0,

Thus the potential energy of ozone is finally transferred
into two fundamental messengers such as hydrogen
peroxide as a ROS and aldehydic molecules of which 4-
hydroxynonenal (4-HNE) is the quantitative relevant lipid
oxidation product (LOPs):

O; + plasma S H,0, + 4-HNE

Thanks to the high ozone reactivity these biochemical
reactions occur in a few seconds and in fact within the
canonical five minutes of mixing an average 200 mL of
human blood ex vivo in a sterile glass bottle with the 200
mL corresponding volume of the gas mixture (0,+0,),
ozone is totally exhausted while oxygen is solubilized in
plasma and fully oxygenates hemoglobin:

Hb,O, 4+ 0, S Hb,O,

Blood oxygenation is useful, but it has only a little practical
relevance because hyperoxygenated-ozonated blood is
reinfused via venous route into the donor during the next
20 minutes and it is abundantly diluted with venous
blood. Therefore ozone represents the medical drug while
the oxygen is only necessary for generating ozone.
Which is the fate of H,0, and 4-HNE? H,0,, being
unionized, rapidly enters into all blood cells and the

chemical gradient between plasma-cells is about 10% of
the extracellular concentration [20-22]. In other words,
when the highest ozone concentration is mixed with
blood, depending upon the modest interindividual
variability of antioxidant potency (1.28-1.83 mmol/L
plasma) [23] the highest H,0, concentration measured in
plasma is 40-50 uM [24] and therefore inside the cells is at
most 4-5 uM. This sudden inflow of this small amount of
H,0, inside blood cells is the stimulus necessary to activate
a series of biochemical reactions as follows:

a) in the erythrocytes: activation of glycolysis with
increase of ATP and 2,3-diphosphoglycerate. Functionally,
the oxyhemoglobin sigmoid curve shifts to the right and
increases the release of oxygen at the tissue level. The
erythrocytes mop up most of the H,0, and promptly
reduce it to water by catalase, thioredoxin, GSH-
peroxidase and reduced glutathione (GSH). The sudden
formation of GSSG alters the GSH/GSSG ratio but the cell
quickly correct it by either extruding some glutathione-
disulphide or by reducing it via GSH reductase at the
expense of either ascorbic acid or thioredoxin. This
important recycling process occurs in about three minutes
[25,26], Alternatively, activation of glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH) provides reducing power and
activates glycolysis.

b) in the leukocytes: neutrophil phagocytic activity is
enhanced. Inside monocytes and lymphocytes, H,0,
activates a  tyrosin-kinase  with  consequent
phosphorylation of kB, one of the trimeric components at
rest of the NF-kB [27,28]. The phosphorylated IkB detaches
from the trimer and it is broken down in the proteasome.
The remaining eterodimer p50-p65 is transferred into the
nucleus where it can activate about 100 genes. Of great
significance it is the final release of some cytokines (IFNy,
TNFa and IL-8) and of some acute-phase proteins [10];

c) in the platelets: in relation to the ozone
concentration, we have measured release of PDGF-AB,
TGFB-1 and IL-8 [29]. Growth factors have a specific
relevance in enhancing ulcer’s healing.

It must be said that the H,0, concentration in the cells
(2-5 pM) is the minimal necessary to switch on cellular
responses and it probably lasts few seconds as GSH-Px and
catalase promptly reduce it to H,0. An ozone
concentration below 10 pg/ml gas per ml of blood is most
likely totally quenched by the hydrosoluble antioxidants
and therefore no biological effects can be elicited and, at
the best, the procedure has only a placebo effect. In
plasma, the H,0, half-life is less than 1 minute and it is
absent during blood reinfusion. On the other hand,
among a variety of LOPs, 4-HNE remains fairly stable. A
small part is broken down at once by enzymes such as
GSH-S-transferases and aldehyde dehydrogenase [30] but
the bulk forms an adduct with the -SH group of Cys34
present in domain-I of albumin. Furthermore, eleven
nucleophilic residues (Lys199 and His146) can also bind
up eleven 4-HNE molecules. Thus, owing to the high
albumin amount (about 125 g intravascular and 160 g
extravascular) the bound alkenals undergo a great dilution
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in the body fluids implying a most important loss of
toxicity.

An interesting aspect is that albumin can transfer 4-
HNE to ALL body tissues, from liver to endocrine glands
and the CNS. Thus 4-HNE-Cys adducts can be released at
many sites and inform a variety of cells of a transient, acute
oxidative stress. At submicromolar or picomolar levels, 4-
HNE can act as a well-known signaling molecule [31] able
to activate the synthesis of y-glutamate cysteine ligase, y-
glutamyl transferase, y-glutamyl transpeptidase, HSP-70,
heme-oxygenase-I (HO-1), and antioxidant enzymes such
as SOD, GSH-peroxidase, catalase and, last but not least
important, G6PDH, a critical enzyme electron-donor
during erythropoiesis in the bone marrow. There is a wide
consensus on the relevance of the induction of protective
molecules during small but repeated oxidative stress [32-
38]. In other words, the concept that a precisely controlled
oxidative stress can strengthen the antioxidant defenses
is well accepted today and represents a conditioning or
adaptation effect. At the time of ozonated blood infusion,
4-HNE-Cys adduct can also act on the vast expanse of
endothelial cells and enhance the production of NO. This
crucial mediator on its own or as a nitrosothiol, with trace
of CO released with bilirubin via HO-1 activity allows
vasodilation, thus improving tissue oxygenation in
ischemic tissues. H,S is another potentially toxic molecule
that, when released in trace amounts, becomes another
important physiological mediator like NO and CO [39,40].

Another very interesting aspect observed in 67-78
years old subjects affected by the dry form of age-related
macular degeneration (ARMD) is that a majority of them
report a feeling of euphoria and a sense of wellness and
physical energy throughout the ozonetherapy cycle of 14-
16 treatments lasting about two months [41]. Whether
these feelings are simply due to faith in the medical
treatment (the power of the mind!), i.e. the power of the
placebo effect [42] or is caused by the generated ozone
messengers able to modify or improve the hormonal
secretion is not yet known. Unfortunately, lack of funds
has always prevented to perform a study in normal
volunteers where, before and after ozonetherapy, the
complete hormonal pattern and cycling in the plasma
throughout the 24 hours could have been determined.
This study would be very informative and helpful to
understand why the patients experiment a feeling of well-
being. This may be due to improved oxygenation or/and
enhanced secretion of hGH, cortisol, and DHEA. Patients
with arthrosis pain have also reported a marked
improvement and less pain that may be due to release of
ACTH-cortisol or to a limited stimulation of COX-2 with
enhanced release of prostacyclin (PGL,). It is also possible
that LOPs reaching the hypothalamic area improve the
release of neurotransmitters such as serotonin. dopamine,
and endorphins as it has been observed after an intense
physical exercise [43-45].

It is important to note that neither acute nor chronic
toxicity has been ever observed during or after ozone
therapy. Several studies [17,19,46] performed to evaluate

possible hematochemical biochemical enzymatic
modifications have clearly demonstrated that ozone
concentrations of 20-80 (even up 160) ug/mL of gas per
mL of blood do not damage blood cells or other
components. Indeed during the ozonation process no
more than 35 % of the total antioxidant capacity is
oxidized and it is noteworthy that is reconstituted during
the next twenty minutes in vitro and in a shorter time in
vivo [47]. Is it possible that ozone can oxidize the
phospholipids and cholesterol of the cell membrane? The
demonstration that the negative electric charge of the
erythrocytic membrane is unmodified even after
ozonation at 80 pg/mL ozone per ml of blood excludes this
possibility. It is well known that blood cell membranes are
always shielded by a cloud of albumin molecules able to
prevent any ozone attack that it has been suggested by
some Authors, who claim to have noticed an increased
flexibility (or an enhanced filterability) of erythrocytes after
ozonation. These sort of claims have been mentioned
before during UBI and, if correct, may have been due to
excessive irradiation and oxidation or may well have
happened during ozonation of saline-washed
erythrocytes [48]. Unfortunately too many artificial
experiments performed with saline-washed cells totally
deprived of the plasmatic antioxidants have led to wrong
conclusions [49]. Moreover the validity of an objective
biochemical analysis carried out last century on UBI by
practitioners remains doubtful.

A BRIEF COMMENT REGARDING THE EFFICACY AND
SAFETY OF ADMINISTRATION PROCEDURES

Of the several procedures currently used for ozone
administration on the basis of previous data it is suggested
to use either the classical major ozonated
autohemotherapy [14] or the quasi-total body exposure
to oxygen-ozone (QTBE) [50]. This second approach is very
appealing because with the ozonetherapist’s guidance
can be done at home at any time. With the exception of
the neck and head (to absolutely prevent ozone
inhalation) all the remaining body surface (about 1.4-1.5
m?2) becomes in contact with a final concentration of 0.5-
0.9 pg/mL within a tightly closed ozone resistant cabinet
where the temperature via a thermostat can be regulated
between 30-42 °C and 100% relative humidity. This ozone
concentration is about 30-fold lower than the one used in
the topical treatment of skin ulcers [51]. The subject is
comfortably seated inside almost nude and with her/his
wet skin surface. This is important because ozone
immediately reacts with sweat and lipids normally
secreted by sebaceous glands. The skin, while is fairly
sensitive to high level of ozone [52-55], it tolerates well
environmentally realistic level. The QTBE has also the
advantage to avoid venipuncture that is sometimes
difficult to perform in women.

The extracorporeal blood ozonation within an ozone-
resistant gas exchange device has limited value because
it is invasive (two venipuncture with G16 needles), more
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complex and expensive. It can be used only in patients at
the risk of either amputation or after a stroke or a heart
infarction. On the other hand the rectal insufflation of gas
is easy to perform, practically risk-free but it is unreliable
because the effective ozone dose acting on the luminal
content remains uncertain. Moreover in Europe not all
patients accept this procedure.

WHICH ARE THE PATHOLOGIES MORE SUITABLE TO BE

TREATED WITH OZONETHERAPY?

Clinical results so far available have been objectively
discussed elsewhere [56] showing that ozonetherapy is
often more useful than orthodox treatments in a first
category of diseases such as:

a) osteomyelitis, pleural empyema, abscesses with
fistulae, infected wounds, bed sores, chronic ulcers,
diabetic foot and burns.

b) advanced ischaemic diseases (hind-limb ischemia
and heart ischemia, possibly also stroke, when the patients
arrive too late for thrombolysis).

) age-related macular degeneration (atrophic form)
because ortodox ophthalmology does not provide a
meaningful treatment.

d) orthopaedic diseases and localized osteoarthrosis.

e) chronic fatigue syndrome and fibromyalgia.

f) dentistry regarding primary root carious lesions,
particularly in children.

g) stomatology for chronic or recurrent infections in
the oral cavity.

For these pathologies ozone is a real “wonder” drug.

In a second category of diseases including:

a) acute and chronic infectious diseases, particularly
due to antibiotic or chemoresistant bacteria, virus and
fungi (hepatitis, hiv-aids, herpetic infections and herpes
zoster, papillomavirus infections, onychomycosis and
candidiasis, giardiasis and cryptosporidiosis)
ozonetherapy represent only a useful support because
neither ozone, nor H,0, reach the concentration where
free pathogens are protected by plasma antioxidants [57].
Intracellular viruses are inaccessible

b) cancer-related fatigue, ozone therapy, associated
with orthodox treatments, may accelerate and improve
the outcome. However so far ozonetherapy has been
unable to “cure” cancer.

There is a third category of serious diseases such as:

a) autoimmune diseases (multiple sclerosis,
rheumatoid arthritis, crohn’s disease, psoriasis).

b) senile dementias.

¢) pulmonary diseases (emphysema, asthma,
chronic obstructive pulmonary disease, idiopathic
pulmonary fibrosis and acute respiratory distress
syndrome).

d) skin diseases (psoriasis and atopic dermatitis).

e) metastatic cancer.

f)  severe sepsis and multiple organ dysfunction,

where the combination of orthodox treatments and
ozone therapy, at least on theoretical ground, may be
helpful but real clinical evidence is lacking. Anecdotal data

are encouraging but in most cases achieved by using
several types of therapy.

Whether ozone therapy with the advantages of low
cost and no adverse effects, may equal the efficacy of
current conventional treatments remains to be explored.
However, how and when will we be able to perform these
investigations standing the actual situation of total
disinterest of Health Authorities, lack of specific sponsors
and the overwhelming power of pharmaceutical
industries, which are only interested in pursuing their
objectives. Ironically, it is possible that less developed
countries with minimal budgets may have an interest in
performing pilot trials that can give us precious
informations regarding the usefulness of ozone therapy.

A fourth category of diseases such as retinitis
pigmentosa, sudden hearing loss and tinnitus where
ozone therapy does not yield real therapeutic results must
be mentioned. However when ozonetherapy is applied for
compassionate reasons, especially in young patients or
patients in the acute phase, may yield some benefit that,
even temporary, helps anguished patients.

In Table 1 tentative guidelines regarding ozone
concentrations within the therapeutic window to be used
in different pathologies with the classical ozonated AHT,
at least twice weekly are reported. Ozone concentrations
are slowly upgraded no more than 5 pg/ml at a time, to
achieve the adaptation to oxidative stress in 2-3 weeks.

Table 1 - Proposed O, concentrations
(ug/ml of gas per ml of blood) in different pathologies

Pathology Initial Final
infectious diseases 20-25 70
vascular diseases 20 40-50
degenerative diseases 20 30-40
respiratory diseases 15 30-40
autoimmune diseases 20-40 80
metastatic tumours 25 70-90

The examination of the table indicates that: firstly, the
idea “more is better” is not always appropriate for ozone
and its concentration must be calibrated in relation to the
effector and target cells; secondly, the frequency of
treatment depends on the type and stage of the disease:
from daily to two per week, until necessary and thirdly, the
urgent need of further clinical experimentation with
appropriate controls to generate definitive clinical data.

Clinical trials are demanding enterprises that require a
concerted effort by official medicine and government
authorities because the permission of Ethical Committees
is indispensable. A simple but valid randomized study in
100 patients with a control arm (50) using the best
orthodox therapy and the experimental arm (50) using
well-performed ozone therapy plus the basic therapy even
if it is not too expensive, still requires about € 150.000 for
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covering insurance, hospital fees, materials and laboratory
plus clinical exams. National Health authorities, which are
always complaining about the increasing costs of medical
assistance, could have an economical advantage if
ozonetherapy was widespread and organized in a
systematic way in all public hospitals. Although hard data
to support this contention are not available, it is likely that
the benefit of ozone therapy does outweigh its cost,
particularly for the above mentioned first category of
diseases. In a public hospital, as an example, ten nurses,
under the supervision of an ozonetherapist could easily
perform the therapy in about 15 patients per hour. As
things are today, it is depressing to realize that ozone
therapy will not be applied in public hospitals for years to
come, thus depriving many patients of the possibility of
restoring their health. On the other hand, some Countries
have so many patients an so few resources for treating
them that physicians are apparently forced to use
procedures such as the infusion of ozonated saline or
indiscriminately the rectal insufflation to everyone. This is
a very poor compromise because it hinders a real medical
progress.

MAY OXYGEN OZONETHERAPY HAVE A
FUTURE IN MEDICINE?

This is an awkward question that needs an objective
discussion because all ozonetherapists must understand
that ozonetherapy is objected and whenever possible
obstructed. Moreover in most countries there are three or
more Ozonetherapy Associations fighting for supremacy.
This is simply ridiculous and inadmissible because simply
due to either a different medical speciality or petty
commercial interests relative to ozone generators and
ancillary materials. This disunity prevents pursuing the
fundamental interest of performing valid clinical trials,
which are essential for progress. Unless we are able to
provide convincing evidence that ozonetherapy is not a
panacea but it is useful in some diseases, ozonetherapy
will remain in limbo.

In countries with small resources such as Cuba and
surprisingly in the Russian Federation, it has been
established to use in all patients either the rectal insufflation
or the infusion of ozonated saline, respectively. They have
presented clinical results such as the “cure in diabetic
patients with only twenty daily treatments (10 mg daily for
twenty sessions) or excellent results in all diseases with the
infusion of few bottles of ozonated saline. This ozonated
saline solution, although cheap and quick to deliver, at low
ozone concentrations acts as a placebo or it can be toxic.
Foksinski et al. [58], after the infusion of 500 mL of ozonated
saline, detected 8-oxodeoxyguanosine, a typical oxidative
DNA marker, in lymphocytes of atherosclerotic patients. If
this was not enough there are some physicians still
delivering the gas mixture intravenously with the risk of
oxygen embolism and patient’s death. Other
ozonetherapists, for stinginess, use potentially toxic plastic
bags instead of the safe, ozone-resistant glass bottles. Any
time this happens ozone therapy loses any possibility to be
seriously considered.

Official medicine that is not also free of mishaps owing
to the urgency of recovering money spent by big
pharmaceuticals, follows the rule of the Helsinki
regulations and often achieves valid clinical results.

On this basis, the danger of jeopardizing ozone
therapy is high and all ozonetherapists must understand
this risk and try to follow only well-established guidelines.

CONCLUDING REMARKS

Various types of bio-oxidative therapy have been
proposed but today the classical ozone therapy or/and
infusion of a dilute solution of hydrogen peroxide appear
the safest and useful provided that they are correctly
performed. All ozonetherapists must now realize that the
future of these procedures depends upon the
demonstration achieved by valid clinical trials that they
are efficacious and without side-effects. Ineffective
compromises will hinder for ever the acceptance of bio-
oxidative therapy by official medicine.
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Abstract

Controlled ozone administration has been shown to
promote an adaptation to oxidative stress by increasing
endogenous antioxidant systems. In the present study, the
effects of O,/O, administration either prophylactically or
therapeutically on the alterations of oxidant status in
adjuvant-induced arthritis in rats have been studied.
Seven groups of rats were used: 1) normal control group;
2) control arthritic group (21 days); 3) prophylactic ozone
group: arthritic rats received fifteen intra-rectal
applications of 0,/0, at 0.5, 0.7 and 1 mg/kg b.w. in a 5-6
mL volume starting one day before adjuvant inoculation
and continued as five applications/week over 21 days; 4)
oxygen group: received oxygen (vehicle of ozone) in a
similar schedule to group 3; 5) control arthritic group (24
days); 6) therapeutic-ozone group: arthritic rats received
10 intra-rectal applications of 0,/O; at 0.5,0.7 and 1 mg/kg
b. w.in a 5-6 mL volume daily for 10 days starting fourteen
days after adjuvant inoculation; 7) oxygen-treated group:
received oxygen in a similar schedule of group 6. The
effect of O,/0,; administration was assessed by measuring:
blood glutathione (GSH), erythrocyte glutathione
peroxidase and catalase activities, serum levels of protein
thiols (PrSH), malondialdehyde (MDA) and nitrite/nitrate
(NO,/NO,), as well as serum ceruloplasmin activity (CP).
The present study showed that adjuvant-induced arthritis
in rats caused a significant (p<0.05) reduction in blood
GSH, serum PrSH levels and erythrocyte antioxidant
enzyme activities accompanied by a significant (p<0.05)
increase in serum levels of MDA, NO2/NO3 and CP activity.
Ozone administration either prophylactically or

therapeutically normalize blood GSH, serum PrSH and
MDA levels and restored erythrocyte antioxidant enzyme
activities. However ozone did not significantly (p>0.05)
modify serum NO,/NO, level in induced rat but significant
(p<0.05) increase CP activity. So it could be concluded that
0,/0; oxidative preconditioning / postconditioning
effectively modulate the antioxidant/oxidant balance
associated with adjuvant arthritis model in rats.

Key words: Ozone, oxidative preconditioning,
oxidative postconditioning experimental arthritis

Introduction

Ozone therapy as a complementary medical approach
has been known for more than four decades. The main
areas where that kind of treatment could be useful include
resistant infectious diseases, autoimmune diseases,
neurodegenerative diseases, orthopedic pathologies and
vascular disorders1 . With the advent of precise medical
ozone generator, currently ozone therapy have been
marked with growing recognition of the use of
appropriate and judicious doses making this therapy
useful with valuable biological effects?. The use of
calculated, standardized ozone doses has been found to
induce a transient acute oxidative stress condition which
is not deleterious but is capable of eliciting a multiple
useful biological responses. The effect could be seen in
activation of antioxidant defense system, improvement of
circulation, oxygen delivery, and trophic processes in
tissues as well as enhancement of autocoids, growth
factors and cytokine release’.
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Several experimental studies have demonstrated that
controlled ozone administration could bring about a state
of ozone oxidative preconditioning (O;OP) or adaptation
to oxidative stress, preventing the damage caused by
reactive oxygen species (ROS) generated in various
experimental models. These include; carbon tetrachloride-
induced hepatotoxicity*, hepatic ischemia-reperfusion
injury?, cisplatin-induced acute renal failure®, chronic renal
failure induced by subtotal nephrectomy’ and
streptozotocin-induced diabetes in rats®. More recently is
also demonstrated that the oxidative postconditioning
can be cytoprotective in different experimental model of
diseases® '°. Experimental arthritis induced by adjuvant is
an experimental model of systemic inflammatory
autoimmune disease that shares many features with
human rheumatoid arthritis. It involves most of the joints
and associated tissues''. Although the etiology of
rheumatoid arthritis is not fully elucidated, autoimmune
destruction of the affected tissues plays a pivotal role in
the incidence and progression of the diseases'.

In addition excessive generation of free radicals and
formation of lipid peroxide in target tissues of
inflammation are, also, considered as the most common
factors implicated in tissue damage in rheumatoid
arthritis' and experimental arthritis'®. Thus, a state of
oxidative preconditioning such that achieved with
controlled ozone therapy may potentially be able to
readjust the redox imbalance in adjuvant arthritis and
attenuate the progression of the disease.

The aim of the current work was to investigate the role
of ozone, as prophylactic or therapeutic agent, in
correcting the redox imbalance and the biochemical
changes associated with adjuvant-induced arthritis in rats.

Materials and Methods

Animals: Adult male albino rats of Wistar strain, 200-
250 g weight were obtained from Egyptian Organization
for Biological Products and Vaccines (Cairo, Egypt). Rats
were housed in plexiglass cages, maintained in an air-
filtered and temperature-conditioned (20 °C - 22 °C) room
with a relative humidity of 50 % - 52 % and under an
artificial light/dark cycle of 12 h. Animals were fed with
standard laboratory chow and water ad libitum.
Procedures involving animals and their care were
conducted in conformity with the institutional guidelines
that are in compliance with national and international (EEC
Council Directive 86/ 609, OJL 358, 1, 12 December 1987;
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, US
National Research Council, 1996) laws and policies.

Chemicals: Complete Freund's adjuvant (Difco
laboratories, Detroit, USA) was used for induction of
arthritis in rats. It consists of 0.05% heat killed
Mycobacterium butyricum suspended in mineral oil. All
other chemicals were of analytical pure grade supplied
from Sigma-Aldrich St. Louis (USA).

Ozone generation: Ozone was generated just before
applied by ozone generator system [EXT120-T] (Longevity-

resovces Inc., Canada - ETL approved for proven quality
and safety). Ozone obtained from medical grade oxygen
represented about 0.4-0.5 % (1 pg/mL - 120 pg/mL) of the
gas mixture. The ozone concentration was measured by
using a build-in UV spectrophotometer at 254 nm.

Experimental design

Induction of adjuvant arthritis: It was induced in rats
by a single subcutaneous injection of 0.25 mL of complete
Freund's adjuvant into the palmer surface of the right hind
foot pad'. The peak of adjuvant polyarthritis was reached
after 14 days from adjuvant inoculation.

Ozone treatment

Ozone was given by intra-rectal application using 20
mL silicone-coated disposable syringe and rectal catheter.
Fixed volumes of the 0,/O, mixture were administered
according to the animal weight so as to reach a final O,
dose. This route of administration was considered as most
useful and easy procedure in rats'®.

For studying the prophylactic or therapeutic effects of
ozone on the adjuvant arthritis model, the arthritic rats
were divided equally into six groups of eight rats each. The
first (prophylactic O5/0, group) received 15 intra-rectal
applications of O;/0, over three weeks starting one day
before adjuvant inoculation. O,/O, mixture was given as
five applications per week. It was started with a relatively
low dose of ozone as 0.5 mg/kg b.w. /day in the first week,
increased to 0.7 mg/kg b.w./day in the second week and
ended with 1 mg/kg b. w./day in the third week. The
volume of O;/0, mixture administered was 5-6 mL/rat
according to the animal weight. The second arthritic group
received oxygen only (as a vehicle for ozone) in a similar
schedule to the first group. The third group of arthritic rats
was kept without treatment throughout 21 days and
served as a control (arthritic 21 days) for the above two
groups. The fourth arthritic group (therapeutic ozone
group) received 10 intra-rectal applications of O,/0,
mixture starting fourteen days after adjuvant inoculation.
The treatment was started by a daily dose of 0.5 mg/kg
b.w. for 3 days, followed by 0.7 mg/kg b.w. for another 3
days and ended with one mg/kg b.w. for 4 days. The
volume of O;/0, mixture administered was 5-6 mL/rat
according to the animal weight. The fifth arthritic group
received oxygen only 14 days after adjuvant inoculation
in a similar way to the fourth group. The sixth arthritic
group was kept without treatment throughout 24 days
and served as a control (arthritic 24 days) for the fourth
and fifth groups. A group of normal rats left without any
treatment and served as a control (non arthritic) group for
all the above groups. All the groups were kept under the
same conditions during the whole experiment.

At the end of the experimental periods, the animals
were sacrificed and the blood was collected in heparinized
and non-heparinized tubes, an aliquot of heparinized
blood was used to assay glutathione (GSH)'". Another
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aliquot of heparinized blood was lysed directly in ice cold
distilled water (5% v/v) and used for the determination of
catalase activity (CAT; EC 1.11.1.6)'8. The remaining
heparinized blood was centrifuged for 10 min at 3000 g
for the separation of red cells used to measure the
glutathione peroxidase activity (GPx; EC 1.11.1.9)'°. On the
other hand the non-heparinized blood was allowed to clot
and the separated serum were used for the estimation of
malondialdehyde (MDA)?* 2'; protein thiols (PrSH)?? and
nitrite/nitrate (NO2/NO3) levels? as well as ceruloplasmin
(CP) activity?.

Statistical Analysis

Initially the OUTLIERS preliminary test for detection of
error values was applied as a first step in the statistical
analysis. After this, the homogeneity of variance test
(Bartlett-Box) was used. Values are given as means + SD.
The level of statistical significance was taken at p<0.05,
using one way ANOVA followed by Tukey-Kramer's
multiple comparisons test to judge the difference
between various groups. The SPSS software package
version 10, 2000 was used for all statistical analyses.

Results

Blood antioxidant levels in arthritic rats subjected to
prophylactic and therapeutic intra-rectal application of
ozone: The results for these parameters are shown in table
1 and 2. Data demonstrated that 21 or 24 days after
adjuvant inoculation, arthritic rats exhibited a significant
(p<0.05) reduction in blood GSH and serum PrSH levels.
The reduction was extended, also, to include GPx and CAT
activities as compared to the normal values.

Intra-rectal application of 0,/O, as prophylactic
therapy (table1), caused a significant (p<0.05) elevation in
blood GSH, serum PrSH, erythrocyte GPx and CAT activities
as compared to the values present in arthritic animals. In
the same way, therapeutic intra-rectal application of O,/0,
mixture (table 2) successfully restored these blood
antioxidants to levels approaching or exceeding the
normal values.

Serum levels of MDA and NO,/NO;, as well as CP activity
in arthritic rats subjected to prophylactic or therapeutic
intra-rectal application of ozone: As indicated in table 3
and 4, adjuvant-induce arthritis caused a significant
(p<0.05) increase in serum levels of MDA, NO,/NO; and CP
activity after both 21 or 24 days of adjuvant inoculation.
These data, demonstrated that prophylactic intra-rectal
application of O,/0, mixture (table 3) normalize serum
MDA level of arthritic induced rats, but failed to exert any
change in serum NO,/NO; level of these rats. Meanwhile,
0,/0, pretreatment provided a further elevation of serum
CP activity to a level exceeding the arthritic values.
Therapeutic intra-rectal application of O,/O, mixture (table
4) caused a significant (p<0.05) reduction in serum MDA
level to approach the normal value, together with further
elevation of CP activity than the arthritic levels. Meanwhile

serum NO,/NO,; of arthritic rats was not significantly
changed in response ozone treatment.

The results clearly showed that intra-rectal application
of O, (as a vehicle of O,) in prophylactic and therapeutic
treatment did not affect any of the measured parameters
compared to the values of arthritic rats.

Discussion

The involvement of ROS in chronic inflammatory
conditions such as rheumatoid arthritis and adjuvant
induced-arthritis is well documented. ROS once generated
provoke deleterious effects on various cellular
components, among which are membrane lipids that are
extensively subjected to peroxidation. Aggravation of
arthritis was reported to be associated with enhancement
of lipid peroxidation?>.

In the present study, overproduction of ROS in
adjuvant arthritis model leads to a considerable oxidant
stress as indicated by a high serum level of MDA, a marker
of lipid peroxidation, as well as consumption of blood
antioxidants such as GSH and PrSH. The marked increase
in serum MDA was observed in arthritic rats in line with
our results; in arthritic rats model?628, and in rheumatoid
arthritis patients?. Increased lipid peroxide in arthritic rats
is exacerbated by the decline in blood antioxidants. Similar
results about GSH were reported in arthritic rats model
and rheumatoid arthritis patients respectively3®3'. In the
same line, a marked decrease in GSH concentration was
observed in the joint articular cartilage of arthritic rats32.
The reduction of GSH might be attributed to the increased
consumption for counteracting oxidative stress during
inflammation. Increased oxidative stress was reported to
enhance the formation and efflux of glutathione
disulfides33. Moreover, the observed reduction in serum
PrSH is in line with previous studies3® 34, Such reduction
could be attributed to the excessive consumption by
peroxide®* and/or to a low serum albumin reported in
other studies, since the greatest majority of serum
SH (85-90%) are found in albumin3e.

In the current investigation, the decline in blood
antioxidants was, also, extended to include erythrocyte
GPx and CAT activities. The observation is consistent with
previous manuscript?®?’. A defective antioxidant enzyme
machinery had been observed in erythrocytes of
rheumatoid arthritis patients®” and in liver, kidney and
heart of adjuvant arthritic rats®®. The increased production
of superoxide anion, H,0, and hydroxyl radicals
demonstrated by Ramprasath et al. (2005)3° might be
responsible for inhibition of GPx and CAT activities.

The role of NO and other reactive nitrogen species in
inflammation has not been conclusively established.
However, evidences for the implication of NO in the process
of inflammation and that NOS inhibitors possess potential-
anti inflammatory effects have been presented* #'.

The present results revealed a significant (p<0.05)
increase in serum NO level in arthritic rats (measured as
total NO,/NO;). Such result is in line with previous
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reports?”-#! in arthritic rats and in rheumatoid arthritis
patients*2. The over expression of iNOS in arthritis might
result from increased production of IL-1 and other pro-
inflammatory cytokines characteristic of that disease®.

Moreover, a major systemic event that happens in the
rat following the induction of inflammation is the marked
change in the level of serum CP, an acute phase protein®.
In the present study, a marked elevation in serum CP
activity was observed. Such elevation is consistent with
previous observations3®34 in arthritic rats. The increase in
serum CP activity might be due to increase in its hepatic
synthesis triggered by increased secretion of IL-1,
epinephrine and glucocorticoids*. Furthermore, such an
increase in CP activity has been reported to have a role in
down regulating the inflammatory mediators and
inhibiting the lipid peroxidation*.

In the present study, prophylactic intra-rectal
application of 0,/O; to arthritic rats over three weeks
exerted protective effects on some important blood
antioxidants (GSH, PrSH, GPx and CAT) and preserved
them to pre-arthritic values (table 1). The present data,
demonstrated that therapeutic intra-rectal application of
0,/0;, for 10 days after development of adjuvant arthritis
attenuated the reduction in blood antioxidants and
restored the levels of these defense constituents to values
close to or above the normal ones (table 2). Moreover,
these stimulant effects of 0,/O; therapy on blood
antioxidants were accompanied by a decrease in serum
MDA level to reach the normal levels (tables 3 and 4).
These positive experimental observations could be
explained at the light of the ozone abilities to up-regulate
the antioxidant system, a state reached under controlled
use of 0,/0;*. Ozone post or preconditioning is analogous
to other phenomena such as ischemic preconditioning*,
thermal preconditioning®’, chemical preconditioning*,
ischemic protconditioning'® 4. All of these processes have
in common that a repeated and controlled stress is able to
provide protection against a prolonged and severe stress.

A point that should not be overlooked is that O,
adaptation caused by judicious use of O; is due to the fact
that O,, instantaneously reacts with biomolecules
generating ROS, among which are H,0, and lipid
peroxidation products (LOP). These molecules can elicit
the up-regulation of antioxidant enzymes such as SOD,
GPx, GSH-reductase and CAT. In bone marrow cells,
particularly during erythrogenesis, submicromolar
concentrations of LOP can up-regulate the synthesis of
antioxidant enzymes?. Interestingly, lles and Liu*® have
demonstrated that some LOP by inducing the expression
of glutamate cysteine ligase cause an intracellular increase
of GSH. These aforementioned findings might account for

the generation of biochemically improved erythrocytes
during prolonged O, therapy. Erythrocytes have been
shown to respond to O therapy with activation of
glycolysis and pentose phosphate pathway>".

In the current study, up-regulation of erythrocytes GPx
and CAT by 0O,/O; might be responsible for the
preservation of blood GSH and serum PrSH from oxidation
by ROS in arthritic rats. Furthermore, the reported
activation of pentose phosphate pathway might play a
role in restoring GSH level from its oxidized form.

On the other hand, prophylactic and therapeutic rectal
applications of O,/0; therapy provided further elevation
of serum CP activity than the arthritic levels (tables 3 and
4).That effect could be explained on the basis that O, acts
as a mild enhancer of immune system through activation
of gene/regulatory nuclear factor kappa B (NF-kB) by
H202, one of the major decomposition products of O.
Activation of that transcription factor switches on some
genes that are responsible for the synthesis of several
proteins, among which are the acute phase reactants and
numerous interleukins®2 The increased CP activity might
reflect improved antioxidant status of animals subjected
to O, therapy. Moreover, Os-induced increase in CP activity
could be beneficial to prevent against oxidative stress
observed in adjuvant-induced arthritic rats.

In the present study, the remarkable enhancement of
antioxidant status of arthritic rats has provided a
protection against ROS and suppressed the process of
lipid peroxidation leading to normalization of serum MDA
level. Another point which should be considered in is the
inability of O, therapy to change the serum level of NO
than was raised the arthritic induced rats; such effect
might be related to the stimulatory effect of O; on blood
GSH. It has been stated that NO readily reacts with GSH
and other cysteine containing compounds forming
S-nitrosothiols with half lives of 5-50 min, in contrast to the
very short half-life of NO®. Thus, formation of
S-nitrosothiols in response to O, therapy may allow
more pharmacological effects at distant sites.

Conclusions

It can be concluded that O,/O, pre or postconditioning
effectively improved the antioxidant/oxidant imbalance
associated with adjuvant arthritis in rats. These results
potentially support the use of ozone therapy as a
complementary medical approach in rheumatoid arthritis.
However, further studies are needed to verify the benefit
of O, therapy in rheumatoid arthritis at biochemical and
clinical levels.
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Table 1.
Blood antioxidant levels in arthritic rats subjected to prophylactic intra-rectal application of O;/O, mixture.
GPx (nmoles CAT (umoles
SR e el PrSH pmol/L | \ A DPHImin/gHb) | H,0,/min/gHb)
Normal Control 23.9+1.162 346.6 £ 15.32 274.4+ 17 .42 124.5 +16.7°2
Arthritic (21 days) 19.3+ 2.39b 276.5+ 26.4b 175.7+ 27.3b 87.6+ 15.34b
Arthritic pretreated | 419 g, 4 51 280.7+ 24.2b 191.6+ 25.2b 94.6 +9.07b
with: O,
Arthritic pretreated 23.4%1.27a 333.3 65.04a 244+ 16.3a 130.7+ 18.3a
with:05/O, mixture

Legend: Data are expressed as mean of (7) observations + SD; Values with non-identical superscripts are
significantly different p < 0.05 / within the same set. Reduced glutathione, GSH; protein thiols, PrSH;
glutathione peroxidase, GPx; catalase, CAT.

Table 2.
Blood antioxidant levels in arthritic rats subjected to therapeutic intra-rectal application of O5/O, mixture.

GPx (nmoles CAT (umoles
CIRNEE (Slal el PrSH umol/L |\ A DPHImin/gHb) | H,0,/min/gHb)
Normal Control 239+1.162 346.6 + 15.3 2744+ 17.4° 124.5 + 16.7°
Arthritic (24 days) 18.3+ 3.19b 290.1+ 13.9b 178.7+ 39.9b 100.8+ 8.1b
Arthritic treated 18.1% 2.2b 295.7+ 9.44b 193.7+ 43.7b 104.1+20.1b
with: O,
Arthritic treated with: 246+ 3.9a 338.9+ 17.9a 249 6+ 15.4a 128.7+8.8 a
04/0, mixture

Legend: Data are expressed as mean of (7) observations + SD; Values with non-identical superscripts are
significantly different p < 0.05 / within the same set. Reduced glutathione, GSH; protein thiols, PrSH;
glutathione peroxidase, GPx; catalase, CAT.

Table 3.
Serum levels of MDA, NO,/NO; and CP activity in arthritic rats subjected to
prophylactic intra-rectal application of O5/O, mixture.

Groups MDA nmol/mL |[NO,/NO; nmol/mL CP U/L
Normal Control 3.62 +0.36a 23.2+ 1.94a 127.4 £ 17.04a
Arthritic (21 days) 4.83+ 0.8b 33.4+ 4.4b 210.6x 31.05b
Arthritic pretreated with: O, 4.26+ 0.49b 31.6+£ 5.28b 217.9 £ 27.5b
Arthritic pretreated with: O5/O, mixture 3.3+ 0.51a 35.7+ 4.36b 2821+ 42.4b,c

Legend: Data are expressed as mean of (7) observations + SD; Values with non-identical superscripts
are significantly different p < 0.05 / within the same set. Malondialdehyde, MDA; nitrite/nitrate NO2/NO3;

ceruloplasmin activity CP.
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Table 4.
Serum levels of MDA and NO,/NO; as well as CP activity in arthritic rats subjected to therapeutic
intra-rectal application of O3/O, mixture.

Groups MDA nmol/mL |NO,/NO; nmol/mL CP U/L
Normal Control 3.62 + 0.36a 3.43+0.21a 127.4 £ 17.04a
Arthritic (24 days) 4.7+ 0.66b 33.4+6.29b 199.1+ 36.4b
Arthritic treated with: O, 4.12+ 0.37b 29.7+ 2.88b 187.6 + 22.6b
Arthritic treated with: O,/O, mixture 3.43+0.21a 30.1£ 3.95b 252+ 51.9c

Legend: Data are expressed as mean of (7) observations + SD; Values with non-identical superscripts
are significantly different p < 0.05 / within the same set. Malondialdehyde, MDA; nitrite/nitrate NO2/NO3;
ceruloplasmin activity CP.
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RESUMEN

Se realiza un estudio basado en el tratamiento de las
infecciones 6seas combinando los métodos tradicionales
con el uso de la ozonoterapia en sus diversas vertientes de
aplicaciéon. Se tomé una muestra de 22 pacientes porta-
dores de osteomielitis crénica, tratados con los métodos
habituales por mas de seis meses y con historia de recidi-
vas frecuentes y tiempos de remision del cuadro supura-
tivo por no mas de seis meses a los que se les adiciond un
tratamiento combinado con ozono local y sistémico. Los
resultados obtenidos después de la asociacién de la ozo-
noterapia son alentadores en un 73 % de los casos y ese
resultado, unido a lo facil de su obtenciony a lo poco cos-
toso de su uso nos hacen avalarlo como tratamiento co-
adyuvante en este tipo de complicacién.

INTRODUCCION

Las infecciones éseas, aun hoy, constituyen un flagelo
de muy dificil solucion, a pesar de contarse con una amplia
gama terapéutica para combatirlas; estas osteomielitis son
rebeldes y refractarias a multiples intentos que se realizan
para su curaciéon 23, todo debido entre otras causas, a la
poca vascularidad que posee el sistema esquelético 4, la
pobre fagocitosis que en él se desarrolla y la dureza de su
constitucion que dificulta en grado sumo la perfusién de
los farmacos, ya sea por via sistémica como por via local 3;
es de recordar que a veces las bacterias quedan encapsu-
ladas afos enteros en el hueso compacto y pueden reac-
tivarse con un traumatismo o en una operacion 6 ademas,
es sabido que el antibidtico controla la infeccién en areas
vascularizadas, pero no las esterilizan en areas donde la
vascularidad no tiene acceso.

BASAMENTO TEORICO

El ozono es un gas incoloro en forma liquida, de color
azul indigo, siendo un estado alotrépico del oxigenoy a
la vez, una forma inestable de éste; esta formado por una
molécula triatémica de dicho elemento, por lo cual posee
un mayor poder oxidativo que el oxigeno y una accién
sobre los compuestos organicos mucho mas selectiva,
pudiendo reaccionar con algunos de ellos sin afectar a

otros 7, su solubilidad en agua es 50 % superior a la del
oxigeno y tiene un poder oxidativo y de reaccién mucho
mas rapido; su olor caracteristico y desagradable en con-
diciones atmosféricas especificas se menciona en la Odi-
sea de Homero, pero no es hasta 1840 en que es descrito
como tal por Cristian Shombein al asociar el olor produ-
cido por descargas eléctricas atmosféricas, con el de un
gas que se formaba en la electrolisis del agua, al cual
llamé ozono (que en griego quiere decir oloroso), siendo
un gas altamente toxico por via respiratoria pues dete-
riora la membrana alveolar, que tiene un tiempo medio
de vida de 40 minutos a 25° C, descomponiéndose a par-
tir de ese momento en oxigeno, dependiendo su veloci-
dad de descomposicién de la temperatura ambiente
hirviendo a los 1100 C &9-10,

Sus mecanismos de accién comprobados en multi-
ples trabajos realizados al efecto son: microbicida, bacte-
ricida, virucida, fungicida y parasiticida; invocandose a la
luz de los conocimientos mas actuales que en su reaccion
con los &cidos grasos insaturados de la membrana fosfoli-
pidica produce una serie de peréxidos hidrofilicos que es-
timulan la formacion de sustancias desoxigenantes,
actuando estas sobre la oxihemoglobina liberando oxi-
geno y por lo tanto produciendo un aumento del suple-
mento de este a los tejidos.

Como estimulador de la oxigenacion tisular es capaz
de activar los mecanismos oxidativos celulares de la glico-
lisis al actuar sobre los sistemas redox-glutation, activando
el paso pentosa-fostato que incrementa la transformacién
delaglucosa™, porotro lado desagrega los eritrocitos ha-
ciéndolos mas elasticos y permeables; tiene poder anal-
gésico y antinflamatorio, actuando como inmuno-
modulador segun la dosis empleada, mejorando los esta-
dos anémicos y de la circulacién sanguinea; siendo la teo-
ria mas aceptada en su accién contra las bacterias la de
que el gas produce alteracién de la membrana por ozono-
lisis de los &cidos grasos insaturados de la pared bacte-
riana.

Hoy en dia la osteomielitis sigue siendo un reto y esta
enfermedad o complicacién de la ortopedia tiene com-
ponentes varios que hacen dificil su tratamiento. El ozono
en su basamento tedrico tiene propiedades que lo hacen
util en la terapéutica contra las infecciones y al contar en
nuestro centro con un equipo productor de ozono de fa-
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bricacion cubana (marca OZOMED® "2 - Figura 1) capaz de
producir el gas necesario para la instilacion rectal y peri-
local (asi como endovenosa), que también esta disefiado
para ozonizar el agua destilada convirtiéndola en agua
ozonizada y existiendo la posibilidad de obtencion de
aceite de girasol ozonizado (OLEOZON® '3) en el Centro de
Investigaciones del Ozono (CI-OZONO) de Ciudad de la
Habana, decidimos realizar un estudio para verificar el re-
sultado de la aplicacion del ozono en el tratamiento de la
osteomielitis tratando de determinar su accién germicida
basdndonos en el hecho clinico de la mejoria de la supu-
racién cronica del miembro afecto y colateralmente del es-
tado general del paciente estableciendo en lo posible las
formas de uso mas efectivas para las infecciones dseas y a
la vez contribuyendo al ahorro de medicamentos deficita-
rios en la red nacional de salud contribuyendo a abaratar
en lo posible el tratamiento de la osteomielitis.

OBJETIVOS

General: Verificar el resultado de la aplicaciéon del
ozono en el tratamiento de la osteomielitis

Especificos:

- Determinar su acciéon germicida en el tratamiento
de las infecciones 6seas.

- Determinar si su uso influye en una mejoria del
estado general del paciente.

- Establecer en lo posible las formas de uso mas
efectivas para las infecciones éseas.

- Contribuir al ahorro de medicamentos deficitarios
en la red nacional de salud.

MATERIALY METODO

Se toma una muestra de 22 pacientes portadores de
osteomielitis diafisaria, con varios afilos de evolucion y tra-
tamiento utilizando los diversos métodos por todos cono-
cidos, con una historia de mas de una operacion previa,
sin remision de los sintomas o con recidivas frecuentes.

El tratamiento utilizado al disefar la investigacion ha
sido el clasico de la osteomielitis que tradicionalmente
tiene dos vertientes: la quirdrgica, realizando curetaje, se-
cuestrectomia, perforaciones, fistulectomias, etc. y la cli-
nica con antibioticoterapia local y sistémica ademas de las
medidas de apoyo.

A esta terapéutica adicionamos tratamiento con ozo-
noterapia siguiendo el siguiente protocolo:

» |avado local con agua ozonizada de las heridas

toda vez que se realicen curaciones de fistulas o hueso

expuesto, no utilizando otras soluciones al efecto y re-
pitiéndolo hasta que se de por terminado el ciclo.

»  (Ozonoterapia sistémica utilizando la via rectal a

dosis de 20 mg/I (20 mcg/ml) de ozono, en 40 ml de

oxigeno, por insuflacién intrarrectal lenta, en dias al-
ternos (tres veces por semana) hasta completar diez
sesiones y repetidas hasta tres veces.

»  Ozonoterapia local o perilocal directa (gas) inyec-

tandolo alrededor de la lesién o dentro de ésta a dosis

de 10 mg/l (10 mcg/ml) de ozono, en 5 -10 ml de oxi-
geno, hasta dos veces por semana y repetido hasta
tanto se entendiera necesario, pero nunca sobrepa-
sando las 20 aplicaciones.
» Empaquetamiento con aceite de girasol ozoni-
zado (OLEOZON®) de las heridas (quirdrgicas o no) para
ocluir las mismas sustituyendo las otras pomadas uti-
lizadas generalmente al efecto y manteniendo el régi-
men hasta tanto se mantuviera alguna herida abierta.
Para evaluar los resultados nos basaremos en el si-
guiente patron:
»»  RESULTADOS BUENOS: solucién del cuadro de re-
activacion actual sin recidiva en 12 meses, con mejoria
del cuadro general.
»»  REGULARES: mejoria del cuadro general y remi-
sién del cuadro local agudo, recidiva en un periodo
entre 6y 12 meses.
»  MALOS: mantenido el cuadro general y el cuadro
local estd igual o peor.

RESULTADOS

EDAD: La muestra de 22 pacientes fue dividida para su
estudio en cuatro grupos etéreos (Grafico 1), correspon-
diendo la distribucién mayoritaria al grupo de edades de
entre 41 a 45 anos con 13 pacientes (59 %) y en segundo
lugar al grupo de entre 15 y 30 aflos con 7 pacientes (32
%), quedando para los dos grupos restantes un paciente
percapita.

SEXO: El sexo masculino acaparé la mayoria de los pa-
cientes (Grafico 2) con 20 (81 %), quedando para el sexo
femenino el resto de los casos (dos).

ASIENTO DE LA LESION: La infeccién asent6 con mayor
preferencia en la tibia (Gréfico 3) con 19 casos (86 %), co-
rrespondiendo dos pacientes al fémur (9 %) y uno a un
metacarpiano.

VARIEDAD DE OSTEOMIELITIS: Como puede apreciarse
en el grafico 4, la variedad mas observada fue la osteomie-
litis diafisaria con 12 pacientes (55 %), mientras que la ca-
vernosa metafisaria ocup6 el segundo lugar en frecuencia
con 6 pacientes (25 %), para la diafo-metafisaria quedaron
tres pacientes (14 %) y un paciente presentd una osteo-
mielitis articular.

TIEMPO DE EVOLUCION: Con mas de un aio de evolu-
cién tuvimos 15 pacientes (68 %) como puede verse en el
gréfico 5, en un tiempo de evolucién de seis meses hasta
un ano se ubicaron 4 pacientes (18 %) y con menos de seis
meses tuvimos tres casos (14 %).

NUMERO DE OPERACIONES PREVIAS: En el grafico 6
podemos ver como la mayoria de los casos tuvieron como
promedio una operacion realizada previamente (8 pacien-
tes-36 %), seis pacientes (27 %) tuvieron dos operaciones
realizadas con anterioridad, 5 pacientes sufrieron tres ope-
raciones promedio (23 %) y 3 casos (14 %) fueron opera-
dos en mas de tres oportunidades antes del tratamiento
con ozonoterapia.

VARIEDAD DE OZONOTERAPIA UTILIZADA: En el gra-
fico 7 podemos ver la frecuencia de utilizacion de la ozo-
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noterapia en sus diferentes vertientes, la instilacion rectal
del gas fue utilizada en los 22 pacientes (100 %) como via
sistémica, en 20 casos se utilizé el oleozon (91 %), en 13
casos se realizé instilacion local (59 %) y en 6 pacientes (27
%) se utiliz6 el agua ozonizada.

APLICACIONES PROMEDIO DEL OZONO: Las veces que
fue aplicada la terapia con ozono en sus diferentes vertien-
tes se observa en el grafico 8, donde puede verse como el
Oleozdn se aplicod 20 veces como promedio, el agua ozo-
nizada en 18 ocasiones, localmente se us6 en 14 oportu-
nidades como promedio y de forma rectal se aplicé 10
veces en la generalidad de los casos.

EVOLUCION DE LA SUPURACION: En la evolucion de la
supuracion, los cambios pueden observarse en el grafico
9 donde se ve que en 17 pacientes (72 %) hubo detencién
de ésta, en tres pacientes la supuracién se mantuvo igual
y en dos (9 %) la misma empeord.

MEJORIA DEL ESTADO GENERAL: Podemos observar en
el gréfico 10 como el estado general de los pacientes, casi
siempre depauperado en una crisis de reactivacién de un
proceso infeccioso crénico, mejord en la mayoria de ellos
de forma ostensible (19 - 86 %), en tres mejoro discreta-
mente (14 %) y en un paciente no hubo mejoria del
mismo.

PROBLEMAS DE LA OZONOTERAPIA: Encontramos sélo
dos tipos de problemas relacionados con las aplicaciones
del ozono en general, éstas son el dolor local (en 11 pa-
cientes - 50 %) y el ardor local a la perfusién en 12 pacien-
tes (55 %); ambas cesaron inmediatamente después de
terminada la sesién, generalmente relacionada con insti-
lacion local o perilocal (Gréfico 11). No se habla de com-
plicaciones pues no encontramos ninguna que
contraindique el método o que, dependiente de ella, se
haya empeorado el cuadro local o general.

RESULTADOS GENERALES DE LA OZONOTERAPIA: Des-
pués de aplicado el patrén evaluativo al haber terminado
las sesiones de aplicacion de la mezcla de oxigeno-ozono-
terapia obtuvimos los resultados siguientes: con resulta-
dos buenos tuvimos 16 pacientes, lo que da un 73 % de
resultados favorables y con resultados regulares y malos
tuvimos la misma proporcién para cada uno (3 pacientes
- 14 %) segun puede verse en el grafico 12.

DISCUSION

En los resultados de cualquier tratamiento en cualquier
enfermedad crdnica de indole infecciosa, un resultado
bueno en cifras superiores al 50 % de los casos es mas que
alentador; nétese que hablamos de una entidad en la cual
la cronicidad se plantea que es de por vida en la mayoria
de los pacientes aquejados de ella.

Llamada por Pasteur “forinculo de los huesos” por pro-
ducirse la inflamacién en su componente conjuntivo-vas-
cular 14y a pesar de que el término osteomielitis implica
inflamacion del hueso, independientemente de que obe-
dezca a gérmenes pidgenos, tuberculosis, sifilis o virus es-
pecificos, la aceptacion universal del término se aplica
solamente a la infeccidn por bacterias pidgenas 15; fisio-

patolégicamente el hueso se destruye por la accion de las
enzimas proteoliticas, se necrosa por obstruccién de la co-
rriente sanguinea, se descalcifica por inactividad e hipere-
mia, se resorbe activamente por los osteoclastos y se
reconstruye en forma activa por los osteoblastos.

El agente etioldgico mas frecuente es estafilococo do-
rado (80 % de los pacientes) y en segundo lugar el estrep-
tococo 16 por lo cual se utilizan de preferencia los
antibidticos bactericidas sobre los bacteriostaticos por ser
aquellos mas efectivos y se recomienda dentro de las me-
didas terapéuticas complementarias la transfusion con
sangre fresca para combatir la anemia y la hipoproteine-
mia.

Si por concepto el ozono tiene mayor poder oxidativo
se infiere que su poder de oxigenacién es mayor y si se
acepta que una oxigenacion adecuada es favorable para
la solucién de cualquier cuadro séptico, ademas de su gran
poder germicida, se puede inferir que el uso de la ozono-
terapia como tratamiento de la osteomielitis tiene un
buen basamento tedrico.

Este bagage tedrico unido a los resultados favorables
obtenidos preliminarmente en nuestro trabajo, nos hacen
ser optimistas en cuanto a la utilizacién del ozono, en sus
diversas formas de aplicacion, como tratamiento coadyu-
vante de la osteomielitis y unido también a su bajo costo
de empleo lo cual ha sido demostrado en otros estudios
17, nos permiten recomendarlo dentro de la gama tera-
péutica que puede ser utilizada a la luz de los conocimien-
tos actuales en bien de tratar de mejorar en lo posible y si
fuera posible también, resolver este flagelo de la trauma-
tologia dsea.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo son muy alen-
tadores ya que los pacientes de nuestra muestra, portado-
res de osteomielitis y tratados anteriormente sélo por los
métodos clasicos, no obtuvieron la mejoria encontrada
después del tratamiento combinado con oxigeno-ozono-
terapia.

El tratamiento sistémico (rectal) mejoro el estado ge-
neral de los pacientes, siendo en modo alguno costoso y
abarata, por tanto, los costos hospitalarios de esta entidad.

Puede ser aplicado en cualquier nivel de atencién que
posea los elementos indispensables y el entrenamiento
del personal a utilizarlo.

El método no tiene complicaciones y los problemas
observados son minimos y no contraindican el método.
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FIGURAS

FIGURA 1: EQUIPO OZOMED DE FABRICACION CUBANA.
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GRAFICO 8: APLICACIONES PROMEDIO DE LA OZONOTERAPIA.
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