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RESUMEN ABSTRACT

La cicatrizacion es un proceso esencial para la reparacion
cutanea. Con el objetivo de restaurar la funcién protectora
de la piel, se han propuesto terapias como la ozonoterapia,
que estimula la angiogénesis, activa vias metabolicas
aerdbicas y aumenta factores de crecimiento. Este trabajo
evalua el efecto de la ozonoterapia en la cicatrizacion de
heridas quirtirgicas no complicadas en ratones BALB/c,
mediante analisis macro- y microscopico. Realizamos un
estudio experimental en 32 ratones BALB/c, divididos en
cuatro grupos segun la dosis de ozono aplicada tras herida
quirurgica. La cicatrizacion fue valorada a los 14 dias
postoperatorios. Se observé una menor incidencia de de-
hiscencias y una mejor maduracion tisular en el grupo que
recibio tres dosis de ozono. Hubo un aumento significativo
en la formacion y maduracion de la coldgena. El analisis
estadistico evidenci6 diferencias significativas frente al
grupo control. Los hallazgos sugieren que el ozono puede
mejorar la calidad de la cicatrizacién en modelos sanos, lo
que justifica la necesidad de realizar mas estudios clinicos
para seguir revisando su eficacia y aplicabilidad.

Healing is an essential process for skin repair. Aiming
at restoring the protective function of the skin, therapies
such as ozone therapy have been proposed, given the
fact that it stimulates angiogenesis, activates aerobic
metabolic pathways and increases growth factors. This
study evaluates the effect of ozone therapy on the healing
of uncomplicated surgical wounds in BALB/c mice, through
macroscopic and microscopic analysis. An experimental
study was carried out in 32 BALB/c mice, divided into
Sfour groups, in accordance with the ozone dose applied
after surgical injury. Healing was evaluated 14 days
postoperatively. A lower incidence of dehiscence and better
tissue maturation were observed in the group that received
three doses of ozone. There was a significant increase in
collagen formation and maturation. Statistical analysis
showed significant differences compared to the control
group. These findings suggest that ozone may improve the
quality of healing in healthy models, supporting the need
for further clinical studies to continue assessing its efficacy
and applicability.

INTRODUCCION

Abreviaturas:

ANOVA = ANalysis Of VAriance (analisis de varianza)
HSD = Honestly-Significant Difference (diferencia
verdaderamente significativa)

a cicatrizacién es un proceso esencial para
la piel, cuyo objetivo es restaurar su funcion
protectora.” Se define como la reparacién de
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una herida mediante un proceso bioldgico
complejo que culmina con la formacién de
un tejido funcional.? Tras una lesién, se activan
respuestas inflamatorias que liberan mdltiples
senalizadores que estimulan la proliferacion y
migracion celular.?

La pérdida de la homeostasis en el proceso
de cicatrizacién puede provocar alteraciones
como una proliferacion celular excesiva, lo que
da lugar a diversas patologias en la reparacién
de la piel.3* Por ello, el desarrollo de terapias
que favorezcan y regulen adecuadamente la
cicatrizacién es un tema de interés en la inves-
tigacion médica.>?

El ozono ha sido una terapia ampliamente
utilizada,'®" y aunque no es una alternativa
nueva, estudios recientes han validado su papel
como modulador del proceso cicatrizal. Uno
de los beneficios mas importantes del ozono
en cirugfa plastica es su funcién angiogénica,
que promueve la formacion de tejido de granu-
lacién y acelera el cierre de heridas. Ademas,
permite activar vias metabdlicas aerébicas y
aumentar la expresién de factores clave como
el factor inducido por hipoxia (HIF-1a), el factor
de crecimiento transformante beta-1 (TGF-1),
el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF).1#15

Aunque se usa principalmente en cicatri-
zacion retardada o patoldgica, es importante
evaluar su efecto en heridas en modelos sa-
nos.'*1> Este estudio analiza el impacto del
ozono, tanto macroscépico como microsco-
pico, como modulador de la cicatrizacion en
heridas ideales (bien afrontadas y sin signos de
infeccion).13.16.17

MATERIAL Y METODO

Se realizé un estudio experimental aleatorizado
con 32 ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad
y peso entre 17-35 gramos, divididos en cuatro
grupos (n = 8). El grupo control (G1) no recibié
ozono, mientras que los grupos G2, G3 y G4
recibieron una, dos y tres dosis de ozono, res-
pectivamente, en distintos dias postoperatorios.
Tras 14 dias, se tomé una biopsia de todos los
especimenes para su andlisis.

El protocolo fue aprobado por el Comité de
Investigacién y Etica de la Universidad Auténo-
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ma de Chihuahua segin la normativa vigente
para investigacién en animales.'8

Procedimiento quirtirgico

Se rasuré y desinfect6 el area a intervenir
con clorhexidina, aplicando anestesia local
con T mL de xilocaina disuelta en 10 mL
de solucion fisiolégica. Se realizé una esci-
sion fusiforme con bisturi nmero 15 en la
linea media del dorso superior de 10 mm
de longitud por 5 mm de ancho y 3 mm de
profundidad; la herida se sutur6 en plano
subdérmico con Prolene 6-0. Todos los rato-
nes recibieron paracetamol diluido en agua
(200 mg/mL) hasta cinco dias postoperatorios.
Durante los 14 dias de observacion, se ad-
ministré analgesia complementaria en caso
de detectar signos de dolor, segtin la escala
visual de dolor facial.

La terapia con ozono se aplicé segin el gru-
po: G1 no recibié ozono; G2 recibié una dosis
de 60 pg/mL en el postoperatorio inmediato;
G3, dos dosis de 60 pg/mL en el postoperatorio
inmediato y al quinto dia, y G4, tres dosis de
60 pg/mL en el postoperatorio inmediato, al
quinto y al décimo dia.

Al dia 14 postquirlrgico, se realizé la
eutanasia de todos los animales mediante
sobredosis de anestesia y se recolectaron las
muestras de tejido de cada grupo, tomando
como margen quirtrgico los bordes libres a 3
mm de cada lado de la herida quirdrgica.

Analisis morfologico

Al dia 14 postquirtrgico, se evalué la cicatriza-
cion con la escala de Vancouver, un instrumen-
to objetivo paciente-observador, reconocido
para valorar la calidad cicatricial. Analiza tres
variables: vascularizacion, altura y pigmenta-
cién (0-5 puntos cada una, maximo 15).2 La
evaluacién macroscopica fue ciega; la realiz6
el Dr. Radl Manuel Favela Campos, cirujano
pléstico previamente capacitado, para asegurar
reproducibilidad y objetividad.

Analisis histopatolégico

Las muestras de piel y tejidos blandos se fijaron
en formol al 10% y se procesaron mediante
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Tabla 1: Seguimiento de los grupos.

Total de Peso
muestras Grupo Nuamero Sexo (2) Color Complicaciones
7 1 (control) 1 M 32 Rojo
2 H 23 Rojo Dehiscencia mitad herida dia 1
3 M 25 Rojo
4 M 33 Rojo
5 H 17 Rojo
6 M 24 Rojo Dehiscencia mitad herida dia |
7 H 26 Rojo
8 M 33 Rojo Defuncion preoperatoria
8 2 (una dosis) 9 H 26 Azul Dehiscencia mitad herida dia 1
10 M 22 Azul
11 M 24 Azul Alta dosis de anestésico
12 M 28 Azul
13 M 28 Azul Dehiscencia completa dia 1
14 H 24 Azul Dehiscencia mitad herida dia 1
15 H 25 Azul
16 H 23 Azul Dehiscencia dia 1 dos puntos
6 3 (dos dosis) 17 H 21 Verde Defuncion preoperatoria
18 H 21 Verde
19 H 21 Verde
20 M 21 Verde Dehiscencia dia 1 dos puntos
21 M 30 Verde
22 M 25 Verde
23 M 28 Verde
24 H 19 Verde Defuncion preoperatoria
7 4 (tres dosis) 25 M 21 Negro
26 H 27 Negro
27 H 22 Negro
28 M 23 Negro Dehiscencia dia 1 un punto
29 M 21 Negro
30 M 28 Negro
31 M 23 Negro
32 H 23 Negro Defuncién dia 19

H = hembra. M = macho.

tinciones con hematoxilina-eosina y tricré-
mico de Masson. La cicatrizacién se evalué
con microscopia Optica segln la escala de
Gupta y su colega,' basada en tejido de gra-
nulacion, infiltrado inflamatorio, orientaciony
patrén de las fibras de colagena. El andlisis se
realizé de forma ciega por un especialista en
anatomia patolégica, previamente capacitado.

Asi, tanto la evaluacién morfolégica como
histopatolégica se efectuaron a doble ciego
con observadores entrenados.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se compararon los
grupos con y sin 0zono a nivel macroscépico
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y microscépico usando el andlisis de varianza
(ANOVA) y Tukey HSD para variables numé-
ricas, considerando p < 0.05 estadisticamente
significativo. Para procesar los datos, se usé el
programa IBM SPSS v 25.0. Se eligi6 ANOVA
debido a que permite comparar mdaltiples
grupos con variables numéricas, como las pun-
tuaciones de la escala de Vancouver.
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Los resultados histopatoldgicos, original-
mente cualitativos, se convirtieron en variables
numeéricas segln la escala de Gupta y su co-
lega,’” que asigna valores del 1 al 4 para cada
componente (tejido de granulacion, infiltrado
inflamatorio, orientacién y patrén de la cola-
gena), permitiendo su analisis con ANOVAYy la
comparabilidad entre grupos.

Tabla 2: Analisis histopatoldgico y morfoldgico.

Tejidode  Infiltrado Orien-
granula- inflama- tacion Patronde  Colagena  Colagena Puntuacion
Grupo Caso cion torio colagena  colagena  temprana madura Total Vancouver

1 1 2 3 3 3 3 1 15 0
2 2 2 3 3 2 2 14 3

3 2 2 3 2 2 2 13 0

4 3 3 3 3 2 2 16 0

5 3 3 3 3 2 1 15 3

6 3 3 3 3 2 2 16 4

7 3 2 2 3 2 1 13 3

Promedio 3 3 3 3 2 2 14.57+£1.2724 2

2 9 3 3 3 3 3 3 18 6
10 3 2 2 3 2 2 14 1

11 3 3 3 3 4 1 17 0

12 4 3 3 3 3 2 18 3

13 2 2 2 2 2 3 13 4

14 2 2 2 2 3 3 14 5

15 2 3 3 2 3 2 15 0

16 3 3 2 3 3 2 16 3

Promedio 3 3 3 3 3 2 15.63 +£1.9226 3

3 18 2 3 2 2 2 3 14 0
19 3 3 3 2 3 2 16 3

20 3 3 3 3 3 2 17 2

21 2 2 2 3 2 3 14 1

22 3 3 3 3 3 3 18 3

23 4 3 3 3 4 3 20 0

Promedio 3 3 3 3 3 3 16.50 £ 2.3452 2

4 25 3 3 3 3 4 2 18 1
26 3 3 3 3 2 2 16 1

27 4 3 3 3 4 2 19 1

28 4 3 3 3 4 2 19 1

29 4 3 4 4 4 2 21 0

30 4 3 3 3 4 2 19 0

31 4 2 2 3 2 3 16 2

Promedio 4 3 3 3 3 2 18.29 +1.7995 1
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Tabla 3: Analisis de varianza (ANOVA).

Resumen de los datos

Tratamientos
1 2 3 4 Total

N 7 8 6 7 28

>X 102 125 99 128 454
Media 14.57 15.63 16.5 18.29 16.21

X 1,496 1,979 1,661 2,360 7,496
Desviacion estandar +1.2724 +1.9226 +2.3452 +1.7995 +2.2337

Detalles de resultados
Fuente SS df MS
Entre tratamientos 60.7302 3 20.2434 F=5.60381
Durante los tratamientos 86.6984 24 3.6124
Total 147.4286 27

df = degrees of freedom (grados de libertad). MS = Mean Square (media de cuadrados). SS = Sum of Squares (suma de cuadrados).
El valor de razon de F es 5.60381 y el de p es 0.004656. El resultado es significativo (p < 0.05).

RESULTADOS

La media de peso del grupo experimental fue
de 24.59 gramos, con 14 hembras y 18 ma-
chos. Se registraron cuatro defunciones: tres
preoperatorias, por sobredosis anestésica, y
una al dia 19 (Tabla 1).

En el grupo 1 (control) se observaron dos
dehiscencias parciales y una defuncién preope-
ratoria. En el grupo 2, hubo una dehiscencia
completa, dos parciales y una de dos puntos,
todas en el primer dia postoperatorio, ademas
de una defuncién preoperatoria. El grupo 3
present6 una dehiscencia de dos puntos en
el primer dia postoperatorio y una defuncién
preoperatoria. En el grupo 4, se registr6 sélo
una dehiscencia de un punto el primer dia
postoperatorio.

Anadlisis histopatologico (Tabla 2)
En el grupo 1, el puntaje promedio fue de

14.57, con tejido de granulacién escaso, in-
filtrado inflamatorio leve, fibras de colagena

horizontales con patrén fasciculado, coldgena
inmadura y madura moderada.

El grupo 2 obtuvo 15.63 puntos, con hallaz-
gos similares al grupo 1 (tejido de granulacién
escaso, infiltrado inflamatorio leve, fibras de
colagena horizontales con patrén fasciculado),
pero con minima coldgena inmadura y colage-
na madura moderada.

El grupo 3 alcanzé 16.25 puntos, también
con escaso tejido de granulacion, infiltrado
inflamatorio leve, fibras de colagena horizon-
tales con patrén fasciculado, minima colagena
inmadura y minima coldgena madura.

El grupo 4 presenté el puntaje mas alto
(18.29), sin tejido de granulacion, leve infiltrado
inflamatorio, fibras de coldgena horizontales
con patrén fasciculado, minima coldgena in-
madura y moderada colagena madura.

Analisis morfolégico
La escala de Vancouver mostr6 que el grupo 2

tuvo el promedio mas alto (3 puntos), los grupos
1y 3 obtuvieron 2, y el grupo 4 el mas bajo (1),
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indicando una mejor calidad en la cicatrizacion
(Tabla 2).

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico, se estudi6 la pun-
tuacion total de la escala histopatoldgica por
grupo: grupo 1 (control), grupo 2 (una dosis
de ozono), grupo 3 (dos dosis) y grupo 4 (tres
dosis). Se comparé el grupo control contra
los grupos tratados con ozono mediante la
prueba t de Student, obteniendo un valor de
p = 0.0078, lo que indica una diferencia muy
significativa.

Se aplicé el ANOVA para comparar las
medias de los cuatro grupos. Los resultados se
muestran en la Tabla 3.

Tras confirmar con ANOVA que al menos
una media difiere, se aplicé la prueba Tukey
HSD (Honest Significant Difference) para
identificar qué grupos presentan diferencias
significativas. Los valores criticos fueron:
HSD,, o5 = 2.7484, HSD, o, = 3.4567, Qo5
= 3.9013 y Q,, = 4.9068. La Gnica com-
paracion significativa fue entre el grupo 1
(control) y el grupo 4 (tres dosis de ozono),
con Q = 5.27 y p = 0.00538, significativa al
1%. Las demds comparaciones no mostraron
diferencias estadisticas. Esto indica que solo el
grupo 4 difiere significativamente del control,
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mientras que los demads grupos no presentan
diferencias relevantes.

DISCUSION

La dehiscencia de herida es una complicacién
frecuente, que suele ocurrir entre el séptimo y
décimo cuarto dias del postquirirgico; aumen-
ta costos médicos, provoca reintervenciones y
afecta el bienestar del paciente.?22 En este
estudio, se registraron ocho dehiscencias, que
variaron de parciales a completas, aunque to-
das las heridas cerraron finalmente por segunda
intencién.?325

En el estudio de Pchepiorka y su equi-
po,'? la ozonoterapia aplicada los dias 1, 3 y
7, tras inducir Glceras orales en ratas, mostré
mayor angiogénesis al dia 3, e incremento de
fibroblastos al dia 7, frente al grupo control.
Aunque nuestro estudio no evalué angiogéne-
sis, se observé mejor calidad cicatricial, tanto
visual como histoldgica, incluso en heridas con
dehiscencia, hallazgos comparables a los de
dicho estudio.™®

Aunque el andlisis histolégico mostré
una diferencia significativa entre el grupo
control y el tratado con tres dosis de ozono
(p = 0.00538), la escala de Vancouver no
evidencié cambios estadisticamente signi-
ficativos (p = 0.17). Esto sugiere que los

Figura 1: Herida quirtrgica en ratones BALB/c del grupo 4 con cierre total a los 14 dias postoperatorios.
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cambios tisulares mas relevantes podrian
no ser evidentes clinicamente, destacando
el valor del analisis histopatolégico como
herramienta complementaria en futuros
protocolos.

De forma similar, Alan y colaboradores'
compararon ozono Y laser diodo en heridas
cutdneas en ratas durante siete dfas. Aunque
no hallaron diferencias clinicas significativas,
histolégicamente si observaron menor inflama-
cién al dia 3, asi como mayor fibrosis y tejido
de granulacion al dia 14 en el grupo con ozono
(Figura 7). Nuestro estudio mostré una dife-
rencia significativa entre el grupo control y los
tratados con ozono (p = 0.0078), pero no entre
las distintas dosis, lo que resalta la necesidad
de més estudios para definir la dosis optima
y considerar factores como tipo de herida y
comorbilidades.20:26

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio
sugieren que la aplicacién de ozonoterapia
tiene un impacto positivo en el proceso de
cicatrizacién de heridas en ratones BALB/c.
A nivel histopatoldgico, se observé una dife-
rencia significativa en la organizacién de la
coldgenay la maduracién del tejido cicatricial
en el grupo que recibié tres aplicaciones
de ozono comparado con el grupo control
(p = 0.00538), lo que indica que el ozono
mejora la calidad de la cicatriz en modelos
experimentales sanos. Estos hallazgos res-
paldan su potencial terapéutico y justifican
la realizacién de estudios en humanos y en
distintos tipos de heridas para validar su
eficacia clinica.
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