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RESUMEN. Se estudio la posible actividad antitumoral del ozono. Se utilizaron
ratones de las lineas B6D2F1 y NMRI, con un peso aproximado entre 18 y 20 g,
los cuales fueron inyectados diariamente con ozono por via rectal o intratumo-
ral, en dosis de 6, 12 y 49 mg . Estos animales, divididos en grupos de acuerdo
con las dosis recibidas, fueron inoculados intramuscular, intraperitoneal y en-
dovenosamente con 1 . 10 y(o) 2 . 106 células de diferentes tumores murinos:
tumor ascitico de Ehrlich (TAE), tumor pulmonar RL-67, leucemia L1210 y
leucemia L-P388. Los resultados mostraron que la ozonoterapia no producia
ninguna evidencia de crecimiento tumoral, ni tampoco su inhibicién signifi-
cativa, con el modelo de tratamiento aplicado. Con respecto al efecto anti-
metastasico, el ozono fue capaz de inhibir significativamente la coloniza-
cién de células tumorales en el TAE, cuando éstas fueron inoculadas por
via endovenosa.

ABSTRACT. A study about the influence that ozone can exert on tumor growth
was carried out. Laboratory mice B6D2F1 and NMRI of 18-20 g weight, were
injected daily with ozone by rectal or intratumoral way, at doses of 6, 12 and 49 mg,
with different. These animals, divided into groups according to the doses they
would receive, were inoculated with 1. 106 and (or) 2. 10 murine tumor cells of:
Ehrlich ascitic tumor (TAE), pulmonar tumor RL-67, leukemia L1210 and
leukimia L-P388 by intramuscular, intraperitoneal or endovenous way. Results
showed that ozone therapy didn’t produce any evidence of tumor growth
hastening and also any significant inhibition of the tumor, with the treatment
models applied. With regards to the antimetastatic effect, ozone was capable to
inhibit significantly the colonization of tumor cells in TAE, when these cells
were inoculated endovenously way.

INTRODUCCION

El incremento a nivel mundial de
la incidencia del cancer es un he-
cho reconocido. A pesar de los mul-
tiples esfuerzos que serealizan para
combatir esta enfermedad no se ha
encontrado una modalidad terapéu-
tica con la cual se obtengan resulta-
dos significativos en las localizacio-
nes mas frecuentes, de ahi que
constantemente se ensayen nuevos
métodos y combinaciones terapéu-
ticas que mejoren los resultados del
tratamiento.

El desarrollo de las enfermeda-
des malignas se acompana de una
notable alteracién del organismo de

los pacientes y de su depauperacion
inmunoloégica, lo que se agudiza por
la agresividad de algunos métodos
de tratamiento del cancer.

La ozonoterapia ha sido relacio-
nada con el tratamiento de inmu-
nodeficiencias!? y como estimulador
de la respuesta antioxidante,® cuan-
do se emplea por vias de adminis-
tracién no inhalatorias. Por ello, es
necesario evaluar su efecto sobre el
crecimiento tumoral, ya que los da-
tos experimentales en este sentido
no son abundantes,*® a pesar de que
existen reportes de la ozonoterapia
combinada con otros tratamientos
oncoespecificos.%®

El objetivo del presente trabajo
fue evaluar la influencia del ozono,
por via no inhalatoria, sobre algunos
indices que caracterizan la enferme-
dad neoplasica.

MATERIALES Y METODOS

Enlos estudios se emplearon ra-
tones de laslineas B6D2F1y NMRI,
machos y hembras (Centro Nacional
para la Produccién de Animales de
Laboratorio, Ciudad de La Habana),
cuyo peso oscilaba entre los 18y 20 g,
separados en grupos de 10 animales/
caja, que fueron mantenidos en con-
diciones habituales y alimentados
con pienso convencional (Centro Na-
cional para la Producciéon de Anima-
les de Laboratorio, Ciudad de La Ha-
bana).

Fueron desarrolladas cinco series
experimentales:

1. A 20 ratones NMRI hembras les
fueron trasplantadas, por la via
intraperitoneal, 1 - 10° células del
tumor ascitico de Ehrlich (TAE).
A 10animales seles administré 1 mL
de ozono por via rectal, a una con-
centracién de 6 ug/mL, durante
siete sesiones de tratamiento; 10
animales se mantuvieron como
Control. A 20 ratones machos
B6D2F1, se les inocul6 por la via
intraperitoneal, 1 - 108 células de
la leucemia L.-388. A 10 animales
se leadministré 1 mL de ozono por
via rectal, a una concentracion de
6 ug/mL, durante 20 sesiones; el
resto se mantuvo como Control. A
20 ratones hembras B6D2F'1 les
fueron inoculadas 1 - 108 células
de laleucemia 1.-1210. A 10 anima-
les se le administré 1 mL de ozo-
no por via rectal, a una concentra-
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cién de 12 ug/mL, durante cinco
sesiones; el resto de los animales
se mantuvo como Control. Veinte
ratones machos B6D2F1 se ino-
cularon con 2 - 10% células del tu-
mor pulmonar RL-67 por via in-
tramuscular. A 10 animales se les
administré 1 mL de ozono por
via rectal, a una concentracién
de 6 ug/mL, durante seis sesiones;
el resto de los animales constitu-
y6 el Control.

. A 20 ratones machos B6D2F1 se
les inocul6 2 - 108 células tumora-
les del tumor RL-67 por via intra-
muscular. Se administroé a 10 ani-
males, 0,5 mL de 0zono a una con-
centracién de 49 ug/mL, por via in-
tratumoral, durante ocho sesio-
nes; el resto de los animales se
mantuvo como Control.

. Treinta ratones NMRI hembras,
trasplantados por la via intrape-
ritoneal con 1. 10° de células tu-
morales del tumor ascitico de
Ehrlich (TAE), se dividieron en
tres grupos. Los dos primeros
fueron tratados con 0,1y 0,2 mL,
respectivamente, con una concen-
tracion de ozono de 6 ug/mL, por
via intratumoral (intraperitone-
al), durante 7 d . Un tercer grupo
se mantuvo como Control. Se
procedié de igual forma con 30
ratones machos B6D2F1, utili-
zando células tumorales de
leucemia L-P388. La evaluacion
de la actividad se realizé por com-
paracion de la sobrevida de los
grupos tratados con respecto a los
Controles.

. Veinte ratones B6D2F1 hembras
fueron inoculados con 2 . 10% de
células tumorales (TAE), por el
plexo ocular. A 10 animales se les
administré diariamente 1 mL de
ozono por la via rectal a una con-
centracién de 6 ug/mL, durante 9d.
Los otros 10 animales constituye-
ron el grupo Control. A los 14 d
los animales fueron sacrificados
para el conteo de las colonias de
las células tumorales del pulmoén.
El procedimiento se repitié, pero
utilizando una concentracién de
ozono de 49 ug/mL .

. Veinte ratones NMRI machos fue-
ron inoculados con 1 - 10¢ de cé-
lulas tumorales por el plexo ocu-
lar, administrandoles, diariamen-
te, 1 mL de ozono por la via rectal
a una concentracién de 26 ug/mL
durante 12 d . Se evaluaron me-
diante el conteo de colonias de
las células tumorales del pul-
mon.

Evaluacion de las colonias de célu-
las tumorales

Alllegar el dia 14 de haberse tras-
plantado los tumores y haber sido
efectuado el tratamiento, se le extra-
jeron los pulmones a los animales
y se depositaron en disolucién de
Bouin. Luego a las 72 h fueron ex-
traidos dela disolucién y secciona-
dos sus 1l6bulos, procediendo al
conteo de las colonias de células tu-
morales en cada uno empleando un
esteroscopio.

Calculos

El incremento en el indice de
sobrevida o aumento de sobrevida
(AS) se calcul6 segun:

Xtratados — Xcontroles . 100

AS =
Xcontroles
donde:
}? - E n. d
nt

d dia en que se murieron los rato-
nes.

n nuimero de ratones muertos.

n, total de ratones.

Cuando AS > 25 %, significa una
actividad antitumoral significativa.
Cuando AS < -20 %, significa exis-
tencia de toxicidad.’

Para el andlisis estadistico se uti-
liz6 la prueba de Mann Whitney para
la comparacion entre los grupos tra-
tados con ozono y el Control en los
experimentos sobre colonizacién tu-
moral.

RESULTADOS Y DISCUSION

El ozono administrado por via in-
halatoria resulta altamente téxico, %

es por ello que se decidié evaluar por
otras vias la tolerancia de los rato-
nes al tratamiento con el gas, en este
caso, intratumoral y rectal, en
distintos tumores, tales como:
TAE, P-388,1.-1210, RL-67 (Tabla 1).

No se observaron diferencias sig-
nificativas entre los animales trata-
dos y los Controles no tratados.

Los indices negativos encontra-
dos, en algunos casos, no alcanzaron
el criterio de toxicidad reconocido
(indice menor que -20 %) y los indi-
ces positivos no rebasaron el 25 %,
necesario para el reconocimiento de
una actividad antitumoral significa-
tiva.

El tratamiento con ozono no con-
dujo a un aumento significativo de
la sobrevida (13 %) (Fiig. 1). A pesar
de no haberse registrado efectos de
inhibicién notables, tampoco se ob-
servo que se estimulara el creci-
miento tumoral.

Una de las propiedades de las cé-
lulas malignas que influye més no-
tablemente sobre los resultados fina-
les del tratamiento es su capacidad
de migrar por el torrente sanguineo
y desarrollar colonias en otros 6rga-
nos provocando las metastasis.

La evaluacion del efecto de la
ozonoterapia por via rectal, sobre la
colonizaciéon pulmonar del tumor
ascitico de Ehrlich (TAE), inocula-
do por el plexo ocular (Fig. 2) con
2 . 106 células, muestra que la fre-
cuencia de aparicién de las colonias
pulmonares, en el caso de los ani-
males tratados con ozono durante
9 d, con una concentracién igual a
6 wg/mL, estd disminuida signifi-
cativamente con respecto a los con-
troles (p < 0,05). Sin embargo, este

Tabla I. Actividad antitumoral del ozono por via rectal e intratumoral.

Tumor Dosis diaria Sesiones Ozono Adminsitracién AS
experimental 0Zono

(mg) (mL) (%)
TAE 6 7 1 rectal 1,5
P-388 6 20 1 rectal -2,4
L-1210 12 5 1 rectal 8,5
RL-67 6 6 1 rectal -5,6
TAE 6 7 0,1 intratumoral 3,8
TAE 6 7 0,2 intratumoral 13,8
P-388 6 7 0,1 intratumoral -2,9
P-388 6 7 0,2 intratumoral -9,2
RL-67 49 8 0,5 intratumoral -3,1
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efecto se ve mas marcado (Figuras
3y 4) al utilizar mayores concentra-
ciones de ozono. En estos animales
tratados unos, con 26 ug/mL de ozo-
no durante 12 d (con 1 - 106 células
tumorales trasplantadas) y otros
con 49 ug/mL de ozono durante 9d
(con 2 - 10% células tumorales tras-
plantadas) el promedio de metas-
tasis por pulmén esta disminuido
significativamente (p < 0,05) con res-

100 g ®

AS
(%)

50 4 ommme

pecto alos Controles. Se pudo obser-
var que el tratamiento con ozono por
via rectal disminuye las células tu-
morales en pulmoén, con un efecto
dosis dependiente.

A lolargo de todo el tratamiento
se pudo observar que los animales
tratados mostraban mejores condi-
ciones clinicas que los Controles.
Esto puede explicarse a través de la
influencia que produce el ozono en
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Fig. 1. Influencia del ozono (6 pg/mL) por via intraperitoneal (0,1 y 0,2 mL) en el
aumento de sobrevida (AS) en animales transplantados por la via intraperitoneal

con 1 - 10°células tumorales del TAE.
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Fig. 2. Influencia del ozono, a una concentracion de 6 ug/mL, sobre la colonizacion

pulmonar del TAE.
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Fig. 3. Influencia del ozono, a una concentracion de 26 ug/mL, sobre la colonizacion

pulmonar del TAE.
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los sistemas de defensa del organis-
mo, como por ejemplo, la estimula-
cion de la actividad de las células
efectoras como los macréfagos ylas
células NK, las cuales se han relacio-
nado ampliamente con la coloniza-
cién de los pulmonesy el crecimien-
to de las metéastasis.!31>15

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo en
relacién con el tumor ascitico de
Ehrlich, la leucemia 1.-1210 y P-388
y el tumor pulmonar RL-67 indican
que el ozono, empleado por via rec-
tal o intratumoral, segin el esque-
ma de tratamiento utilizado, no fa-
vorece el crecimiento tumoral, ni
manifiesta una actividad antitumo-
ral marcada.

El ozono por via rectal disminu-
y6 significativamente el nimero de
colonias de las células tumorales
presentes en los pulmones de los
animales transplantados con el tu-
mor murino TAE con respecto al
Control y se obtuvo un mejor efecto
con la mayor concentracién de ozo-
no.
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