UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE ODONTOLOGIA

EL OZONO ACELERA LA CICA'I,‘RIZACI(’)N DE HERIDAS Y
DISMINUYE LA PRODUCCION DE LAS CITOCINAS
PROINFLAMATORIAS Y QUIMOCINAS IL-1B, TNF-a, RANTES Y
CCL-3.

POR

LUCIA ISABEL GOMEZ BUTZMANN

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS EN EL. AREA DE
PERIODONCIA CON IMPLANTOLOGIA ORAL

OCTUBRE 2014



Maestria en Ciencias Odontolégicas en el Area de Periodoncia e Implantologia Oral

EL OZONO ACELERA LA CICATRIZACION DE HERIDAS Y
DISMINUYE LA PRODUCCION DE LAS CITOCINAS
PROINFLAMATORIAS Y QUIMOCINAS IL-1p, TNF-0, RANTES Y
CCL-3.

Comité de Tesis

Juan Manuel Solis Soto
Director de Tesis

Secretario

Vocal



AGRADECIMIENTOS

Mi mas sincero agradecimiento al Dr. Juan Manuel Solis Soto, por fomentar la
investigacion durante el transcurso de mi maestria, por creer en el proyecto y alentar mis

inquietudes hacia éste nuevo campo de la medicina con ozonoterapia.

Al Posgrado de Periodoncia e Implantologia Oral de la UANL, con especial atencion
a la Dra. Gloria Martinez Sandoval por facilitarme la oportunidad de realizar el proyecto en
conjunto con mis estudios y labores dentro del posgrado. A la Dra. Adriana Herrera
Rodriguez que ademas de ser una fuente de apoyo y soporte aportdé mas que solo

conocimientos cientificos durante mi investigacion.

Agradezco a Dios por poner en mi camino cada persona que contribuyo en el
proyecto, para enriquecer y colaborar con conocimientos, tiempo, creatividad, entre otros en
el proceso de esta investigacion. Cada aportacion que me fue otorgada iluminé mi camino

para seguir adelante en mi proyecto profesional y de vida.

Con especial atencion al Dr. Hector Arizpe, ya que sin su confianza y su aportacion

no habria podidio completar el proyecto.

A mi familia, que con su incondicional amor propiciaron que este camino de

preparacion, fuera lo mas placentero posible.

El esfuerzo y el trabajo que ha sido impreso en el presente proyecto, ha sido
impulsado por mis maestros y colegas de la UANL, con la finalidad de ampliar mis
conocimientos. Les dedico mi labor de investigacion a todos ellos, por ser los responsables
de que haya despertado en mi un interés en la investigacion, como parte de mi formacion

como futura periodoncista.



TABLA DE CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS ..couuiiiiiiisnniicsssnsicsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 5
NOMENCLATURA ..cuuiiiiiinniicsssnntiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 7
RESUMEN ....ciiiniiiiiissnnicssssnnnecssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
ABSTRACT ...ourrriiiiinnnicsssnniessssnsscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 9
1. INTRODUCCION ..ueeeerecrnreresensesnesessesssesssssssessssessesssssssssessessssessesssessssessessssesass 10
2. HIPOTESIS oo cuuucunecunneenssesnsessssessssessssssssssssssssssessssesssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssess 12
3. OBUIETIVOS auuiiviiiinnsnniicssssnsnisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 13
3.1 ODbjetivo GeNeral....crrsrsrsersessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s sssssssssssssnssnssnssnssnssssss s sassasns 13
3.2 Objetivos eSPECITICOS wuumrmrurrurrmrsmrsersrissssssssssssssssssssssssassnsss s s s sassss s s sssmssassnssnsnsssssassassasnns 13
4. ANTECEDENTES .....oovviiiininnriiniisnricsssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 14
L 05 11 13/ 11 (1) 1 14
0 018 11 11 T 1) . 15

0 0 /11 1 T T, 15
5. DISENO cuuuuinscisinsinsciscsssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 18
5.1 Numero de Muestras a EStudiar ... 18
5.2 Conocimiento de los Investigadores en los Factores del Estudio: ......ccccerverrensnnsnssessenas 18
5.3 Participacion del Investigador:......cocuvismssmssmsmsamsemsessessessmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessesns 18
5.4 Tiempo en que Suceden 10S EVENtOS:...ccivismrmsmsemsemsessmssmssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesss 18
5.5 Relacion que Guardan entre si 10s Datos: ....ccvcvvrrrrmsmsmsnsnnmsmmssesesesessssssss s 19
5.6 Pruebas de Diagnéstico para medir Sensibilidad y Especificidad:......cc.ccecvvrsnnsnssesenans 19
5.7 Estudios para medir 1a ASOCIACION: .cvvvveismssmsmsemsessessessessmssnssnsssssssssssssssssssessessessnssnssnssessenns 20
6. METODOS. ....cccumueunnrcnnsenmsesnssessssessssessssssssssssssssssessssesssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssess 21
6.1 Universo del eStudio: ...ccumiismiismsnsmssmmsmmssmsssssss s s sssens 21
6.2 Forma de asignacion de casos a 1os grupos de estudio: ......cuursmrsmsmsamsessessessessessnsssssessesses 21
6.3 Caracteristicas del grupo control y del grupo experimental: .......cccocrrrerrersensnnsnssnssenans 21
6.4 Disefo eStAdIStICO ..uvvurinmimmiimin s ——————————————— 22
6.4.1 Caracteristicas del grupo eXperimental......ouenemessmesmsesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 23
6.4.2 Caracteristicas del Srupo CONIOL ... sssssssssssssssssans 23

6.5 Criterios de SeleCCiOn ... ——————————— 23
6.5.1 Criterios A INCIUSION: .ovuieeeurerrieeessersssssesessssssessesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssans 23
6.5.2 Criterios d€ EXCIUSION: wu.iererrieneessesssssesessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 24
6.5.3 Criterios de ElIMINACION: .ccvueieeeerersirsrsessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 24

7. RESULTADOS 25
8. DISCUSION 32
9. CONCLUSIONES 34

10. INFORMACION PERSONAL 35




NOMENCLATURA

ug microgramo

pL microlitro

mm milimetro

mL mililitro

CHX clorhexidina

O3 0Z0ono

cm centimetro
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™ Tricromico de Mason
IL1-B Interleucina 1 beta
TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

RANTES Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted
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RESUMEN

Introduccion: La ozonoterapia tiene efectos antimicrobianos y bacteriostaticos por lo que se
ha propuesto su uso dentro de la cirugia médica y odontoldgica.

Objetivo: Evaluar la eficacia del ozono en la cicatrizacion de heridas, analizando la
histopatologia y la presencia de células productoras de citocinas proinflamatorias y
quimiocinas IL-1beta, TNF-alfa, RANTES y CCL-3.

Material y Métodos: Se utilizaron ratones BALB/c, se realizaron heridas de 10mm de
longitud. Se suturaron las heridas y se inicié inmediatamente la ozonoterapia por ionoforesis
a 6pg/ml por 1 minuto, se repitio la dosis a las 24 y 48 horas. Se tomaron fotografias para
observar el cierre de la herida clinica al dia 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 8 antes de ser sacrificados. Se
tomaron muestras del tejido, estas se fijaron en formaldehido al 4% y se incluyeron en
parafina. Se tifieron con Hematoxilina y Eosina (HyE), Tricromico de Masson (TM) e
inmunocitoquimica con anticuerpos dirigidos a IL-1beta, TNF-alfa, RANTES y CCL-3. La
inflamacion fue valorada como leve, moderada y severa. Se realiz6 un analisis morfométrico
de células y fibras del tejido conectivo.

Resultados: Al anilisis clinico macroscopico, las heridas tratadas con ozonoterapia
obtuvieron un cierre de la herida mas rapido que las control. Al microscopio, en los cortes
tefiidos con HyE se encontré inflamaciéon moderada en el tejido control, en los tratados con
ozono solo se encontr6 inflamacion leve. En cortes tefiidos con TM tratados con ozono, se
observo una disposicion mas ordenada de las fibras colagenas en la dermis reticular, con
menor cantidad de tejido inflamatorio (p<0.05). Se obtuvieron mayor cantidad de células
productoras de IL1-beta, TNF-alfa, RANTES y CCL-3 en los tejidos sin ozono en
comparacion con los tratados con ozono.

Conclusiones: El ozono provee efectos positivos sobre el proceso fisiologico de la
cicatrizacion, acelerando la recuperacion tegumentaria clinica y disminuye la presencia de

citocinas proinflamatorias y quimiocinas.

Palabras Claves: ozonoterapia, cicatrizacion, citocinas proinflamatorias, quimiocinas.



ABSTRACT

Introduction: Ozonetherapy has an antimicrobial and bacteriostatic effect, which is the
possible cause that now is proposed on medicine and dentistry.

Objective: To evaluate the efficacy of ozone therapy on the wound healing process, by
analyzing the histopathology and the presence of proinflammatory cytokines and
chemokines.

Material and Methods: In male BALB/c mice of 12 weeks, 10mm wounds were performed
and sutured. The animals were randomly separated into two groups, experimental and
control. The experimental group received immediately after suturing, a 1 minute ozone
therapy at a concentration of 6pg/ml, using a photodynamic device; followed by consecutive
applications after 24 and 48 hours. Clinical pictures were taken at day 1, 2, 3,4, 5, 6 and 8
before being sacrificed. Tissue fixed in a 4% formaldehide solution was included in paraffin.
The sections were stained in hematoxylin and eosin (HE), Masson's trichrome (MT), and
immunocytochemistry with antibodies directed to IL-1beta, TNF-alpha, RANTES and CCL-
3.

Results: A morphometric analysis of cells and connective tissue fibers was performed.
Moderate inflammatory infiltrate was identified in the sections stained by HE representing
the control group. In contrast, only mild inflammatory infiltrate were found in the
experimental group treated with ozone therapy. In the sections stained with TM, the ozone
treated group showed an organized disposition of the collagen fibers at the reticular dermis,
with a lower quantity of inflammatory tissue and ground substance (p<0.05). A higher
amount of IL1-beta, TNF-alpha, RANTES and CCL-3 producing cells were found in control
tissue in comparison with tissue treated with ozone.

Conclusion: Ozone provides positive effects on the physiological process of wound healing,
accelerating the clinical tegumentary recovery and decreasing the presence of

proinflammatory cytokines and chemokines.

Key Words: ozone therapy, wound healing, proinflammatory cytokines, chemokines.
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1. INTRODUCCION

Los efectos biologicos del ozono han sido utilizados en medicina general desde hace
muchos afios para eliminar bacterias, hongos, inactivar virus y controlar hemorragias (Nogales et
al., 2008). El ozono fue descubierto en 1840 por el quimico Christian Frederick Schonbein en la
Universidad de Basil en Suiza, el ozono fue utilizado por primera vez en medicina en 1870 por
Landler. Sin embargo, fue hasta 1932 que el ozono fue estudiado en la comunidad cientifica. El
Dr. E. A. Fisch utilizé el agua ozonificada como desinfectante y después de analizar los
resultados obtenidos, lo aplico dentro de la cirugia general. El grado médico de ozono es una
mezcla de oxigeno puro 0.05% a 5% de O; y 95% a 99.95% de O,. Debido a la inestabilidad de
la molécula de Os, el grado de ozono médico debe ser preparado inmediatamente antes de su
uso. En menos de una hora después de la preparacion de la mezcla, solo la mitad es transformada

en oxigeno.

El ozono puede ser aplicado de cuatro formas distintas. La primera forma y la mas
comunmente utilizada es el gas (Pichavant et al., 2008) , pero sus alto indice de toxicidad y
complicaciones por aspiracion incontrolada, lo posicionan como una alternativa de manejo con
alto conocimiento previo (Bocci, 2006). La segunda aplicado sobre aceite extraido de semillas
de sesamo y en aceite de oliva (Gupta and Mansi, 2012). La tercera es como agua o liquido
ozonoficado, utilizado como desinfectante y colutorio para disminuir el indice bacteriano sobre
heridas infectadas y laceraciones de tejidos blandos (Kawara et al., 2014). Hoy en dia la cuarta
forma es aplicada dentro de la terapia fotodinamica como ionoforesis, que al contacto con el
tejido vivo la luz transforma el oxigeno en ozono aportando el tercer atomo para formar la

molécula; con una gran facilidad de manejo en dosificacion.
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A pesar de que su aplicacion dentro de la medicina se origina desde finales del siglo
XIX, los estudios sobre su uso en la odontologia han sido reportados hasta pocos afios atras
(Castillo et al., 2008). La ozonoterapia es un tema que en la actualidad no ha sido bien descrito,
pero si existen reportes de su aplicacion (Nogales et al., 2008; Stubinger et al., 2006) que avalan
su eficacia y lo convierten en un posible coadyuvante en las terapias quirirgicas, ya que sus

efectos sobre los tejidos blandos y duros de la cavidad oral han sido favorables.
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2. HIPOTESIS

El ozono producira cambios positivos en la cicatrizacion de heridas provocadas en
ratones. Facilitara la cicatrizacion que se llevara a cabo, propiciando una buena vascularizacion
en los tejidos que permita el flujo sanguineo adecuado a través de la herida. El ozono proveera el
oxigeno necesario para promover la formacion rapida de colageno que ayudan a la recuperacion
epitelial en una etapa mas temprana. Las heridas al estar en contacto con el ozono aplicado
consecutibamente provocara una disminucion en la presencia de células productoras de citocinas
proinflamatorias y quimiocinas IL-1B, TNFa, RANTES y CCL-3, acelarando los procesos

fisiologicos de la cicatrizacion.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

* Evaluar los efectos de la ozonoterapia en heridas causadas en ratones y la relacion que
existe con la pronta cicatrizacion y disminucion de citocinas proinflamatorias y

quimiocinas IL-1p, TNFa, RANTES y CCL-3.

3.2 Objetivos especificos

* Comparar el proceso de cicatrizacion fisioldgico con el proceso de cicatrizacion bajo la
terapia del ozono por ionoforesis mediante un analisis de recuperacion epitelial.
¢ Cuantificar si existe una disminucion en la cantidad de citocinas proinflamatorias 1L-1f

y TNFa, y quimiocinas RANTES y CCL-3.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Cicatrizacion

La cicatrizacion es un proceso bioldgico y fisiologico complejo cominmente
dividido en diferentes fases: inflamacion, re-epitelizacion, formacion de tejido de
granulacion, formacion de la matriz y remodelacion de tejido. El uso de agentes
antimicrobianos tales como el ozono, pueden alterar la naturaleza y calidad del infiltrado
inflamatorio que comunmente se produce tras la realizacion de una herida y del tejido de
granulacion (Kozlovsky et al., 2007). La cicatrizacion se lleva a cabo tras una lesion, y la
reparacion temprana sin complicaciones de la misma en ocasiones es dificil de conseguir,
ya que va relacionada de manera dependiente con el ambiente, las bacterias que pueden

rodear la herida, y el estado sistémico de recuperacion de los tejidos.

En la mucosa oral, este proceso es coordinado por diversos tipos celulares
incluyendo fibroblastos, células endoteliales, macrofagos y plaquetas. La migracion,
infiltracion, proliferacion y diferenciacion de éstas células culminan con la respuesta
inflamatoria de las mismas y por consiguiente del tejido, y es ahora cuando se lleva a cabo la
formacion de nuevo tejido para finalmente obtener el cierre de la herida (Patel et al., 2012).
El ambiente en el que se lleve a cabo la cicatrizacion de la herida, influira en el riesgo a
contaminacion y ocasionard el retraso en la cicatrizacion. Existen factores bacterianos que
pueden afectar y comprometer el tiempo de regeneracion de los tejidos, infectando la herida
provocando que el proceso inflamatorio se agudize y que las células requieran mayor tiempo

para desencadenar el proceso de lisis y de desinflamacion del area (Rusak and Rybak, 2013).
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La infeccion de heridas causada por patogenos perturba el proceso de cicatrizacion rutinaria

mediante la inflamacion prolongada del sitio afectado.

4.2 Inflamacion

La inflamacion es una respuesta inmune normal del organismo tras una irritacion (Muluye et
al., 2014). Sin embargo, cuando existe alguna afeccion disfuncional del proceso regular de
recuperacion tras la lesion, el mismo organismo reaccionara de forma adversa prolongando
los tiempos de cicatrizacion (Morris et al., 2014). Los efectos proinflamatorios inducen la
liberacion de histamina generando vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular
en el sitio de la inflamacion (Rocha et al., 2014). La generacion local de citocinas
proinflamatorias, tales como la IL-1beta y TNF-alfa producen un aumento en las molestias
postoperatorias y retardan la regeneracion de tejidos y la recuperacion epitelial de la

herida(Amanvermez et al., 2013).

4.3 Ozono

El ozono como indica su formula molecular Os, consta de 3 atomos de oxigeno y
puede ser aplicado en forma de aceite extraido de una planta, en soluciéon acuosa como
liquidos ozonificados, y en forma gaseosa infiltrandose primero en el area problema,
después ozonificando la sangre y finalmente infiltrandolo via rectal. La ozonoterapia ha sido

util para diversos padecimientos crénicos en pacientes que han intentado la medicina
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alopata, pero buscan una alternativa que pueda resolver mejor sus molestias sin ocasionar
efectos secundarios.

El ozono dentro de la medicina ortodoxa, es relevante por su efecto antimicrobiano (Burke,
2012), su forma tépica ha producido efectos positivos en la cicatrizacion (Nogales et al.,
2008), actuando también como antibidtico (Huang et al., 2010) y quimioterapéutico para

combatir patdgenos resistentes.

Huang HJ en el 2010 estudio el efecto del ozono sobre heridas infectadas por
diversas razones dentro de la cavidad oral, utilizando agua ozonificada (Huang et al., 2010).
El ozono en altas concentraciones en su forma acuosa (20 microgramos/mL) al igual que la
clorhexidina, tiene la cualidad de casi matar a todas las células del biofilm (Hayakumo et al.,
2013). Por lo que se concluy6 que el agua ozonificada otorga mejores efectos para promover

la cicatrizacion de las heridas infectadas.

La evidencia clinica en la literatura del ozono aplicada en odontologia, ha tenido
resultados que potencializan los procesos de cicatrizacion que actiian sobre los tratamientos
tanto preventivos como en los quirtrgicos. La ozonoterapia es un término que actualmente
en odontologia no ha sido bien descrito ain, pero si existen reportes de su aplicacion
(Nogales et al., 2008; Stubinger et al., 2006) que avalan su eficacia y lo convierten en un
posible coadyuvante en las terapias periodontales quirtirgicas, ya que sus efectos sobre los

tejidos blandos y duros de la cavidad oral han sido sorprendentes.

Existen diversos mecanismos que aceleran o favorecen la cicatrizacion tisular, tales
como el plasma rico en plaquetas (Yen et al., 2007), y el plasma rico en factores de

crecimiento que permite la colocacion de proteinas en el sitio de la lesion para ayudar en la
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regeneracion tisular (Anitua et al., 2013). Se ha estudiado también que las células del
estroma del cordon umbilical del humano promueven la cicatrizacion de forma paracrina,
junto con la habilidad de diferenciarse entre si, dando como resultado beneficios
terapéuticos en el tratamiento de las heridas (Shohara et al., 2012). Pero ninguna de éstas
antes mencionadas cuenta con la disponibilidad para acelerar los procesos de cicatrizacion,
actuar como bactericida y tener la capacidad de disminuir el dolor (Magalhaes et al., 2012),

tal como lo hace el ozono.

La exposicion de mecanismos moleculares como el ozono sobre los tejidos blandos
gingivales (Saini, 2011) provee beneficios a largo plazo en la odontologia. Es por eso que se
considera su aplicacion sobre injertos gingivales, con la intencion de que pueda otorgar un
aumento en el porcentaje de éxito de dicho tratamiento. Su aplicacion de forma toépica sobre
los procedimientos quirrgicos periodontales, ha obtenido excelente resultados mejorando la
cicatrizacion, por los mecanismos bacteriostaticos que posee antes mencionados (Lang and

Loe, 1972).

Punit Patel (2012), estudio el efecto terapéutico que produce la utilizacion del ozono
en aceite topico sobre la cicatrizacion de los injertos gingivales libres, y se demostré una
rapidez en la cicatrizacion (Patel et al., 2012). Por lo que lo hace ser un coadyuvante

potencial en relacion a los procedimientos quirurgicos periodontales.
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5. DISENO

5.1 Nimero de Muestras a Estudiar

Segun el problema propuesto y los objetivos planteados, la presente investigacion es de tipo:
* Comparativo — Analitico: se determinaron y compararon las medidas de
recuperacion epitelial a los 2, 4, 6 y 8 dias. Asi como también se analizaron
morfométricamente la cantidad de células positivas a citocinas proinflamatorias IL-

1B, TNF-a y quimiocinas RANTES y CCL-3.

5.2 Conocimiento de los Investigadores en los Factores del Estudio:

e Abierto

Se conocen las variables del experimento.

5.3 Participacion del Investigador:

¢ Experimental

Se controlaron todos los eventos estudiados.

5.4 Tiempo en que Suceden los Eventos:

* Prospectivo:
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Los datos obtenidos en el estudio al dia 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 8 posteriores a la realizacion de las
heridas en los ratones fueron registrados mediante fotografias. El andlisis de recuperacion
epitelial fue determinado a los dias 2, 4, 6 y 8 antes de el sacrificio de los animales. El
estudio y analisis microscopico e inmunocitoquimico se determind por medio de cortes
histologicos del tejido cicatrizal de los mismos. Cualquier evento adverso durante la fase

experimental fue registrada.

5.5 Relacion que Guardan entre si los Datos:

e Transversal

La recoleccion de datos se realizdé en un momento determinado.

5.6 Pruebas de Diagndstico para medir Sensibilidad y Especificidad:

* Clinico — Fotografico
La informacién se evalué mediante fotografias tomadas a la misma distancia de las

heridas en los ratones a los dias 1,2, 3,4,5, 6y 8.

* Histopatologico

Evaluacion de la inflamacion en los cortes histologicos, categorizados como leve,

moderado y severo.

* Inmunocitoquimico
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Mediante el reconocimiento y cuantificacion de células positivas a citocinas

proinflamatorias IL-1p, TNF-a y quimiocinas RANTES y CCL-3.

5.7 Estudios para medir la Asociacion:

¢ Analisis Milimétrico:

Las heridas fueron medidas asi como comparadas entre los grupos control y experimental,

identificando la diferencia entre grupos.

¢  Analisis Morfométrico:

En campos microscopicos, en base a la presencia o ausencia de citocinas proinflamatorias

IL-1B, TNF-a y quimiocinas RANTES y CCL-3.
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6. METODOS

6.1 Universo del estudio:

Se trataron 9 ratones de 12 semanas de edad, pesando alrededor de 25-30 gramos en el
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Odontologia, UANL.

Tamafio de la muestra: 9 ratones, 2 ratones categorizados como controles y 7 categorizados

como experimentales.

6.2 Forma de asignacion de casos a los grupos de estudio:
* Aleatoria.

Se utilizaron tablas para generar niumeros aleatorios.

6.3 Caracteristicas del grupo control y del grupo experimental:

Se utilizaron los ratones de la cepa BALB-c pertenecientes a cada grupo de manera
aleatoria, ambos grupos mostrando las mismas caracteristicas de edad y peso. Separados y
alimentados a placer, se anestesiaron a los ratones con 25uL de xilacina y SpL de ketamina.
Se realizaron heridas de 10mm de longitud en el dorso previamente rasurado de cada raton.
Se suturaron las heridas con seda negra 4-0 puntos directos 2 por incision. El grupo
experimental se sometio inmediatamente a la ozonoterapia por medio de ionoforesis con una
dosis de 6pg/ml por 1 minuto, la misma dosis se repitio a las 24 y 48 horas. Se tomaron
fotografias de las heridas de cada raton para observar el cierre y la cicatrizacion de las
heridas de los dias 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 8 antes de ser sacrificados. Los ratones fueron

sacrificados mediante una sobredosis de los sedantes para la toma de tejido. El tejido fue
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fijado en formaldehido al 4% y después incluido en parafina, posteriormente se realizaron
cortes de 7um de grosor. Las muestras fueron tefiidas con Hematoxilina y Eosina (HyE),
Tricromico de Masson (TM) e inmunocitoquimica con anticuerpos dirigidos a IL-1beta,
TNF-alfa, RANTES y CCL-3. Mediante un analisis morfométrico de células y fibras de
tejido conectivo la cicatrizacion fue valorada. La inflamacion se categorizé y evalué como

leve, moderada y severa.

6.4 Diseiio estadistico

La poblacion del estudio fue conformada por ratones de la cepa BALB-¢ que cumplan
con los criterios de inclusion y exclusion, fueron clasificados aleatoriamente en grupo

experimental y grupo control.

Los datos fueron capturados en una base de datos y se realizaron tablas de frecuencia de
dos variables dentro de las cuales seran consideradas las variables principales (IL-18, TNF-a,
RANTES y CCL-3) confrontados con el resto de las variables establecidas en el instrumento de
observacion. Para algunos procedimientos estadisticos de clasificacion y manejo de base de

datos se emple6 el programa Microsoft Excel 2010.

El presente proyecto cuenta con un modelo estadistico de presentacion de datos que
consistira en la elaboracion y descripcion de tablas de frecuencias para las variables cualitativas
y de intervalo, asi como un modelo descriptivo de medidas de tendencia central y dispersion para
las variables cuantitativas, ademas del uso de graficos para las tablas mayormente relacionadas
con el analisis de los datos, posterior a este disefio se realizd una descripcion detallada de los

resultados.
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El modelo de analisis de datos aplicado al presente estudio consistido en una prueba ¢ de
diferencia de medias, la cual se reflejo hasta que se contaron con los datos para realizar las
pruebas pertinentes. La prueba consistio en obtener el promedio y la desviacion estandar de los
datos de ambos grupos y confrontarlos entre si, evidenciando si existiera diferencia,
estadisticamente significativa, entre los promedios del grupo experimental y los del grupo

control.

Todas las pruebas aplicadas al presente proyecto fueron realizadas considerando un nivel de

confiabilidad de 95% (1-a: 0.95).

6.4.1 Caracteristicas del grupo experimental

Ratones dentro de los criterios de inclusion y de exclusion.

6.4.2 Caracteristicas del grupo control

Ratones dentro de los criterios de inclusion y de exclusion.

6.5 Criterios de Seleccion

6.5.1 Criterios de Inclusion:

Grupo en estudio:

e Ratones BALB-c.
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* Edad: 12 semanas.

* Peso: 25-30 gramos.
Grupo control:

* Ratones BALB-c.

* Edad: 12 semanas.

* Peso: 25-30 gramos.

6.5.2 Criterios de Exclusion:

Ratones con alguna alteracion o enfermedad.

6.5.3 Criterios de Eliminacion:
Se eliminaron del estudio los ratones tratados que al momento de aplicar el ozono, alguna
falla relacionada con el aparato generador de ozono involucre el compromiso de la

cicatrizacion.
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7. RESULTADOS

Macroscopicamente las heridas de los ratones pertenecientes al grupo experimental tratados

con 0zono obtuvieron un cierre de la herida mas rapido y pronto que las heridas control.

Figura 1. Herida en ratones pertenecientes al grupo control.

Heridas del grupo control a las 24 horas sin ozonoterapia.

Figura 2. Herida en ratones pertenecientes al grupo experimental con ozonoterapia.

Heridas del grupo experimental a las 24 horas con ozonoterapia.

Figura 3. Herida en ratones pertenecientes al grupo control.



Heridas del grupo control a las 48 horas sin ozonoterapia.

Figura 4. Herida en ratones pertenecientes al grupo experimental con ozonoterapia.

Heridas del grupo experimental a las 48 horas con ozonoterapia.

Tabla 1. Cierre de heridas grupo control y experimental.

81  p>005

2 dias

“CONTROL
P<0.05

4 dias

“0OZONO

P<0.05

6 dias

P<0.05

8 dias
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Se evalué milimétricamente la cicatrizacion de las heridas realizadas en los ratones
controles y experimentales para comparar el cierre epitelial a los dias 2, 4, 6 y 8. En el grupo
experimental fue significativamente mas rapida la cicatrizacion en comparacion con los
pertenecientes al grupo control. Al dia 2 después de realizadas las heridas la diferencia no
fue tan marcada entre grupos, sin embargo las heridas tratadas con ozono midieron menos
que las controles. A partir del dia 4 las heridas con ozono cerraron mas pronto midiendo

menos milimetros, asi consecutivamente en el dia 6 y posteriormente al dia 8.

Microscopicamente, en los cortes tefiidos con HyE se encontré presencia de
inflamacion moderada en el grupo control, y en los tratados con ozonoterapia se encontrd
inflamacion leve. En los cortes tefiidos con TM del grupo experimental, generalmente se
observo una disposicion mas organizada de las fibras de colagena en la dermis reticular, con
menor cantidad tejido inflamatorio (p<0.05).

Mediante la inmunocitoquimica se obtuvo una mayor cantidad de células productoras de
IL1-beta y TNF-alfa en los tejidos del grupo control en comparacion con los del grupo

experimental.

Figura 5. Tincion HyE grupo experimental con ozonoterpia.
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Se observa un corte de piel a los 7 dias de haberseles realizado las heridas, con aplicacion a

las 24 y 48 horas de ozonoterapia por ionoforesis.

Figura 6. Tincion HyE grupo control sin ozonoterpia.

Se observa un corte de piel a los 7 dias de haberseles realizado las heridas, sin aplicacion de
ozonoterapia. Presencia de poco tejido inflamatorio en el area circunscrita por el circulo

amarillo, en comparacion con el grupo experimental.

Figura 7. Tinciéon TM grupo experimental con ozonoterapia.

Se observa buena disposicion de las fibras de colagena, con organizacion y cantidad

adecuada de sustancia fundamental.

Figura 8. Tincion TM grupo control sin ozonoterapia.
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Se realizé un analisis morfométrico en campos de 400 micras cuadradas en la region donde

se observa el infiltrado inflamatorio.

Figura 9. Analisis Inmunocitoquimico grupo experimental.

Grupo Experimental con ozonoterepia, se observa en la fotografia de la izquierda la

inmunocitoquimica con TNFa y en la derecha con IL1p.

Figura 10. Analisis Inmunocitoquimico grupo control.
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Grupo Control con ozonoterepia, se observa en la fotografia de la izquierda la

inmunocitoquimica con TNFa y en la derecha con IL1p.

Tabla 2. Inmunoreactividad celular a citocinas proinflamatorias y quimiocinas IL1-beta, TNF-

alfa, RANTES, CCL-3.

0.8
0.7

0.6 -

0.5

0.4
0.3
0.2
01 j
0 -
RANTES RANTES

CCL3 CCL3 Ileeta IL1beta TNFalfa TNFalfa

0ZONO |CONTROL| 0ZONO |CONTROL| 0ZONO |CONTROL| 0ZONO |CONTROL|

La presencia de células inmunoreactivas fue morfométricamente analizada y
registrada para ambos grupos control y experimental. Los casos experimentales demostraron
una cantidad inferior, menor a la mitad de células encontradas en los casos controles de
citocinas proinflamatorias y quimiocinas. Por lo que el proceso inflamatorio en los casos
tratados con ozonoterapia fue notablemente menor, con un conteo celular disminuido de
células productoras de IL1-beta, TNF-alfa, RANTES y CCL-3, que en las heridas que
cerraron fisiologicamente por si solas. RANTES y CCL-3 estuvieron menos presentes en la

cicatrizacion de las heridas realizadas en ratones. TNF-alfa en casos controles fue la citocina
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proinflamatoria mayormente encontrada. En los casos tratados con ozonoterapia la presencia
entre las diversas citocinas proinflamatorias y quimiocinas no varia de manera significativa,

sin embargo estan poco presentes en todos los casos experimentales.

Tabla 3. Prueba T para grupo control y la presencia de citocinas proinflamatorias y quimiocinas.

Prueba T Valores “p”
IL-1 beta vs Control 0.03781
TNF-alfa vs Control 0.00244
RANTES vs Control 0.0438
CCL-3 vs Control 0.03221

Con un 95% de confiabilidad la tabla muestra diferencias significativas entre el

grupo control y las citocinas proninflamatorias y quimiocinas IL-1beta, TNF-alfa, RANTES

y CCL-3.
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8. DISCUSION

El proceso inflamatorio que ocurre tras una agresion a los tejidos se considera como
parte del sistema inmunologico de defensa. La inflamacion puede ser analizada
macroscopicamente o microscopicamente. En este estudio se logréo obtener un analisis
comparativo entre el grupo ozonificado y el grupo control. En el cual se observé una amplia
diferencia en la cicatrizacion, ya que el grupo ozonificado mostr6é una recuperacion epitelial

mas rapida, que la del grupo control.

En comparacion, en el grupo control, se observé una recuperacion epitelial
significativamente menor, notable mayormente al dia 7 en donde los casos del grupo ozono
mostraron un incremento potencial en el cierre de las heridas. Indicando que el grupo de
0zono obtuvo un cierre mas temprano de la herida con una formacion mas pronta de fibras
de colageno (Kepler et al., 2013). Esto a su vez, puede explicarse debido a que el riego
sanguineo se mejora mediante el uso de la ozonoterapia, ya que promueve una angiogenesis

acelerada (Valacchi et al., 2011).

Otros autores han mostrado que el ozono provee el oxigeno necesario para promover
la formacion rapida de colageno que ayudan a la cicatrizacion de heridas. Logrando facilitar
los procesos fisiologicos de cicatrizacién disminuyendo la inflamacién, contribuyendo a la
difusion de nutrientes y productos metabodlicos responsables de la adecuada vascularizacion

(Sullivan H.C., Atkins J.H., 1968).
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La IL-1beta se libera durante el proceso inflamatorio causado por una lesion tisular. Los
estudios de inmunocitoquimica reflejan las células positivas a la citocina en especifico y
estudios comprueban su relacion con el dolor o molestias relacionadas con la lesion.

Actualmente el ozono y sus productos han sido estudiados por su influencia sobre los
factores de crecimiento, citocinas, y reguladores del ciclo celular en sistemas biologicos.
Bocci y cols realizaron una serie de estudios (Bocci V., et al, 1994) y mostraron que el
contacto del ozono con la sangre humana permitia un aumento en la liberacion de TGF-
betal; INF-alfa,-beta y —gamma; interleucinas-1, -2, -6 y -8, y TNF-alfa, que son esenciales
en el proceso de cicatrizacion en el humano. El ozono sobre los tejidos blandos orales
produce cambios positivos en la cicatrizacion, con potencial para aminorar las molestias

postoperatorias (Kazancioglu et al., 2014).

La aplicacion de la ozonoterapia en enfermedades cronico degenerativas tales como
la diabetes tipo 2, demuestran el potencial oxidativo homeostatico que aporta para la
reduccion de dicha enfermedad caracterizada por una disfuncion en el metabolismo y un

estrés oxidativo cronico (Bocci et al., 2014).

Los efectos reportados con la utilizacion del ozono han sido positivos, pero se debera
tener presente las concentraciones adecuadas para su uso en especifico. Sus cualidades
bactericidas (Gulmen et al., 2013), virucidas y fungicidas, son relevantes dentro de los
cuidados postoperatorios que deberan tomar en cuenta los pacientes para su correcto control
de placa dentobacteriana. Es de suma importancia tomar en cuenta las concentraciones en
las que el ozono sea aplicada ya que otorga excelentes beneficios. Sin embargo, si la
concentracion es muy elevada, puede llegar a ocasionar complicaciones respiratorias y

cardiovasculares (Deng et al., 2013)
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9. CONCLUSIONES

El presente estudio fue realizado para evaluar los efectos terapéuticos del ozono
sobre la cicatrizacion de heridas realizada en ratones. Se observé una recuperacion
tegumentaria clinica de las heridas mas rapida en los tejidos tratados con ozono en
comparacion con los controles. Mediante el uso de la ozonoterapia, el cierre tegumentario de
las heridas realizadas fueron cerradas en un menor tiempo que las heridas que no fueron
tratadas. A su vez, en estudios inmunocitoquimicos se observd una disminuciéon en la
cantidad de células productoras de citocinas proinflamatorias y quimiocinas IL1-beta, TNF-

alfa, RANTES y CCL-3.

El efecto del ozono estimula el proceso de cicatrizacion, promoviendo la
vascularizacion acelerada sobre las heridas. Su capacidad antimicrobiana promueve la facil
re-epitelizacion. El ozono es capaz de inducir la queratinizacion de las heridas mas rapido

que el proceso fisiologico de cicatrizacion.
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