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RESUMEN

La enfermedad por quemaduras permite lineas de investigaciones relacionadas con el
sindrome de inflamacion sistémica generalizada y el sindrome de disfuncién mudltiple
de drganos. Con el propdsito de desarrollar un modelo experimental de quemadura
factible de emplear en investigaciones biomédicas, se utilizaron ratones Balb/c, hembras
de 2042 g, se elabor6 una malla metalica con calado de 0,5 cm para las cajas, se depilaron
con métodos combinados y se empled ketamina (100 mg/kg) 5 antes de la quemadura. La
quemadura seca total se logré con el empleo de 2 dispositivos elaborados para lograr entre
el 1y 22 % de superficie corporal quemada (SCQ), paravertebral, adaptados para
acoplar a una estacion de soldadura con control automatico de la temperatura. Se aplicaron
diferentes tiempos de quemadura. Se observé la evolucion de los animales y se emple6 la
prueba t para comparar los valores de porcentaje entre los grupos. El 11 % de SCQ
paravertebral inferior fue el mas adecuado y variando el tiempo se puede obtener la
mortalidad o supervivencia deseada. La malla de suspension metalica elaborada fue
eficiente para la evolucion del depilado, la quemadura y la observacién del animal. El
empleo del equipo de soldadura con control digital posibilita mantener la temperatura fija
todo el experimento y se adapta a diferentes propésitos, entre ellos, se pueden realizar
estudios sobre prondsticos de quemadura. EI modelo de quemadura seca elaborado sirve
como modelo biolégico para el estudio de los procesos relacionados con la enfermedad por
quemaduras.

DeCS: QUEMADURAS; MODELOS BIOLOGICOS; RATONES CONSANGUINEOS
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Los modelos de experimentacion brin-
dan experiencias aplicables a cualquier
tema; la experimentacion, junto a la obser-
vacion y la medicién contribuyen al
conociento empirico. Segin Hurtado de
Mendoza,* desde el siglo xix el cientifico
francés Claude Bernard plante6 que una
de las ventajas de los métodos experimen-
tales es que permite la fijacién y control de
variables y determina a voluntad la exten-
sion del trabajo a realizar.

Las quemaduras y el trauma estimulan
la inflamacidn sistémica, la deficiencia en la
funcion de los polimorfonucleares
neutrofilos y la disminucion de la accién
del sistema monocitico fagocitorio,?2 lo cual
ha motivado el empleo de modelos anima-
les experimentales en quemaduras. En in-
vestigaciones relacionadas con la sepsis y
la translocacion bacteriana,*® el sindrome
de inflamacio6n sistémica generalizada y el
sindrome de disfuncion mdltiple de érganos
(SDMO)," alteraciones inmunolégicas,®® el
shock, el trauma,>38 es frecuente el em-
pleo de modelos de raton quemado.

En el estudio particular de la funcion
de los mediadores de la respuesta
inflamatoria se emplean con frecuencia mo-
delos de ratones quemados como en estu-
dios de la sintesis de prostaglandinas,*!:2
el papel de la citoquinas,®® la accion de la
especies reactivas del oxigeno,®® la fun-
cién de las células linfoides B y efectos
de diferentes agentes terapéuticos como la
pentoxifilinal® e inmunomoduladores.®

A punto de partida de tan importante
tema surge la inquietud de cémo realizar tra-
bajos experimentales multipropdsito con
empleo de las quemaduras. Se elaboré este
trabajo con el propésito de desarrollar, so-
bre la base de un modelo de quemadura seca
previamente establecido, un modelo facti-
ble de emplear en mdltiples investigacio-
nes con una mortalidad superior al 75 %.

METODOS

Se elabor6 una malla metélica con cala-
do de 0,5 cm para la suspensidon del animal
en las cajas con el proposito de evitar el
contacto con orina y heces fecales. Para
provocar la quemadura seca se utilizé el
método siguiente:

- Se elaboraron 2 dispositivos de bronce
para cauterizacionde 3x2cmy 2,2x1,2
cm cada placa, los que cubrian un area
de 22 a 11 % respectivamente de la su-
perficie corporal total del animal. Las pla-
cas estaban sepradas por un aditamento
en forma de ““Y”” de manera que al colo-
carse estas sobre el dorso del animal la
columna vertebral quedara fuera del area
de quemadura.

- Estas placas preparadas para transmitir
calor al animal, se acoplaron por un tubo
de 2 cm de largo x 0,5 cm de didmetro,
perforado en el centro de manera que se
acoplaba a las placas por un tornillo ubi-
cado en la parte central de la“Y”, yal
dispositivo de soldadura empleado in-
troduciéndolo en el sitio donde va colo-
cada la punta de soldadura.

- Se empled una estacion de soldadura de
control automatico de la temperatura de
la firma Weller, modelo 2002 capaz de
suministrar una potencia de 50 W, para
mantener la temperatura durante todo el
proceso de cauterizacion, un termome-
tro de termopar tipo K, de la firma Omega
Thermocouple (Alumel-Cromel) y un in-
dicador digital Omega Digicator.%

- Unavez elaboradas las placas para trans-
mitir el calor y provocar la quemadura
seca y el aditamento que las une al equipo
de soldadura automatica empleado como
fuente de calor, se les realiz6 un estudio
de factibilidad a las placas para cono-
cer la temperatura en estas al colocarlas

95



sobre el animal. Se consideraron las pér-
didas por transferencia térmica y disipa-
cion del calor. Una vez controladas la
temperatura y humedad relativa ambien-
tal, se colocd el regulador de la tempe-
raturaa 300 °C, visualizadas en su indicador
y se midi6 la temperatura en 5 puntos
independientes en cada placa de caute-
rizacion empleada, en sentido horario y
realizando 3 mediciones sucesivas; a los
15 min se repitio la experiencia y se obtu-
vo el mapa de distribucidn del calor en
las placas, con una temperatura entre
103,8'y 106,2 °C y una dispersién entre
3,36y 3,70.

Se realiz6 un estudio prospectivo,
longitudinal y experimental tipo | sobre la
base de un modelo experimental de ratén
quemado previamente elaborado.!® Los
animales de experimentacion procedian del
Centro Nacional para la Produccion de Ani-
males de Experimentacion (CENPALAB) y
para realizar el trabajo se tomaron en consi-
deracion los procedimientos éticos descri-
tos en el Guide for Care and Use of
Laboratory Animals,’” United States
National Research Council y el Cddigo
sobre la ética profesional de los trajadores
de la Ciencias editado por la Academia de
Ciencias de Cuba®® y basado en las “Nor-
mas internacionales para las investigacio-
nes biomédicas con animales™ editado por
el Consejo de la Organizacion Internacio-
nal de Ciencias Médicas, asimismo fue rea-
lizado bajo los principios de las Buenas
Précticas de Laboratorio.*®

Muestra y grupos de animales emplea-
dos. Se estudiaron 70 ratones clasificados
en los grupos siguientes:

1. Modalidad 22 % superfice corporal
quemada (SCQ) con empleo de placa de
bronce de 3x 2 cm (n=30) subdivididos en
grupos (n=10) a los que se aplico diferen-
tes tiempo de quemadura (10, 14y 18").
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2. Modalidad 11 % SCQ con empleo de pla-
ca de bronce de 2,2 x 1,2 cm (n=20)
subdivididos en grupos (n=10) a los que
se aplicé diferentes tiempos de quema-
dura (25y 32").

3. Modalidad 11 % SCQ con empleo de
placa de bronce de 2,2 x 1,2 cm, 2 gru-
pos (h=20) con tiempo de quemadura de
20"

Caracteristicas del animal experimental:

- Especie; Mus musculus.
- Linea: Balb/c.

- Sexo: femenino.

- Peso: 20%2g.

- Edad: 12 semanas,

Ubicacion e identificacion. Se ubica-
ron 2 animales por caja de makroldn tipo
T*y fue identificado uno de ellos con tintu-
ra picrica entre las orejas. Se colocaron
los ratones en las cajas después de la depi-
lacién. Cada caja se identificd con una tar-
jeta que contenia los datos siguientes: titu-
lo del estudio, grupo/tratamiento, cantidad
de animales, especie, linea, sexo, peso y
edad.

Célculo de superficie corporal total
(SCT). Se empled la formula:

S=kxw

S = superficie corporal total
K = constante 6,5

W = peso corporal*

donde:

La superficie corpotal total fue de
48 cm?.

Los animales se depilaron por méto-
dos combinados (maquina eléctrica y
depilador quimico) elaborado en la empresa
Suchel-Camacho SA. Se empled ketamina
(100 mg/kg) como anestésico 5~ antes de
la quemadura. La temperatura fija fue



de 100 °C en la placa sobre el animal
yel tiempo de exposicion variable segn
el objetivo trazado, entre 10 y 32". La
localizacion de la quemadura en la re-
gion dorsal paravertebral y el porcenta-
je de la superficie corporal total (SCQ)
variable segun el objetivo entre 11 y 22 %.
La profundidad de la quemadura fue total
(piel hasta musculo).

Los animales tuvieron alimentacion y
agua ad libitum y las condiciones de vida
con ciclo de iluminacion de 12 x 12 h; tem-
peratura de 20 °C == 2; humedad relativa de
55 a 65 %. Se ubicaron en un bloque de
contencion con ambiente controlado del
Bioterio del Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia. Los animales fueron acli-
matados durante 7 d antes de comenzar el
experimento.

El control de la evolucion de los ani-
males se realiz6 2 veces al dia (cada 12 h) y
el método de estudio empleado fue la ob-
servacion de la supervivencia y mortalidad
del animal.

La variable principal estudiada fue
la mortalidad y las fijas fueron: la especie
y linea, el sexo, el peso, la edad, la depi-
lacidn, la anestesia, el tipo de quemadu-
ra, la SCQ, lalocalizacion, la temperatura
y el tiempo.

Analisis estadistico. Para comparar los
valores de porcentaje entre los 2 grupos de
animales con diferente SCQ se utiliz6 la prue-
ba de comparacion de 2 porcentajes t de
Students.?

RESULTADOS

El ratén Balb/c con un peso de aproxi-
madamente 20 =+ 2 g y 12 semanas de vida
del sexo femenino result6 adecuado para los

estudios realizados, la depilacion combina-
da (mecénica y quimica) fue efectiva y la
anestesia con ketamina permitio la rapida
recuperacion del animal. El resultado ob-
tenido con la colocacion del animal en ca-
jas con malla de suspension metalica fue
satisfactorio para la evolucién posterior de
la quemadura.

El equipo adaptado para la quemadu-
ra se ajustd para cada estudio segun los
propositos al poder modificarse el area,
temperatura y tiempo, y la temperatura se
mantuvo estable durante todo el experi-
mento (fig.1). La localizacién de la agre-
sion en la regién paravertebral inferior fue
adecuada y la profundidad total permitio
la evolucion deseada, sin provocar dafio en
la columna vertebral lo cual facilito el
desplazamiento de los animales que so-
brevivieron (fig.2).

La SCQ de 22 % empleada provocd una
mortalidad del 100 % de los animales antes
de los 7 d. Esta superficie lesiona la region
de la cadera y muslo del animal, lo cual
imposibilita su desplazamiento (tabla). Se
observd que a medida que el tiempo de ex-
posicién aumentaba (de 10 a 18), disminuia
la sobrevida de los animales de manera que
a los 18” fallecieron todos los ratones an-
tes de las 48 h.

Cuando se redujo SCQ a 11 %, se ob-
servé una reduccion en la mortalidad que
al analizar el conjunto mostré un valor sig-
nificativo (t, = 3,57*** [*** p < 0,001]).
Sin embargo, en el estudio macroscépico
se observé en los tiempos entre 25y 32,
quemadura en érganos internos (rifion, hi-
gado y bazo). La temperatura y el tiempo
de 100 °C y 20” respectivamente fueron
Optimos para los objetivos propuestos.

La mortalidad seleccionada para la in-
vestigacion (mayor del 75 %) corresponde
con la quemadura de prondstico entre criti-
€O y critico extremo.
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FIG. 1. Equipo de soldadura automé-
tica digital acoplado a dispositivo con
2 placas para transmitir calor.

FIG. 2. Quemadura seca en region
paravertebral con el empleo el equi-
podelafigural.

TABLA. Experimentos para estandarizar la mortalidad por quemadura seca superior al 75 % seg(in SCQ y tiempo de exposicion
Sobrevida de los animales (%)

SCQ % No. de Animales Mortalidad (%) Tiempo de quemadura 24h 48h 72h  7d
22 10 100 10" 80 40 20 0
22 10 100 147 40 20 0

22 10 100 18” 60 0

u 10 80 25" 80 70 40 20
u 10 80 32" 80 80 50 20
u 10 90 20" 70 40 10 10
il 10 80 20" 70 60 30 20

t,=3,57***,p<<0,00L.
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DISCUSION

Los ratones estan entre los animales
de experimentacion mas empleados. La si-
militud de su aparato inmunolégico con el
humano lo hace factible para estudiar pro-
cesos biologicos en él y traspolarlos al hom-
bre.?! En la literatura se plantea que los gru-
pos de edades mas afectados por el SDMO
y los factores causales oscilan entre la ado-
lescencia y los adultos antes de la tercera
edad.??? En particular, los trabajos de DMO
relacionados con la muerte violenta, enfer-
medades por quemaduras y en choque”%
se corresponden con estos grupos por la
frecuencia de los accidentes en estas eda-
des. Por estas razones se valoré que el ra-
ton seleccionado era recomendable para
estudiar los procesos biolégicos frecuen-
tes en estas edades. El sexo como variable
fija impide que el factor hormonal provo-
que resultados diferentes entre los gru-
pos.?” Angele y otros?” demuestran en es-
tudios experimentales que la disminucién
de la testosterona en varones o el aumento
de las hormonas sexuales en las hembras
es responsable de mantener una mejor res-
puesta inmunolégica postrauma. En los mo-
delos experimentales de quemadura encon-
tramos el empleo de animales del sexo fe-
menino por varios autores.*10:28.29

La colocacidon del animal (16 2) en la
caja con la rejilla metalica especialmente ela-
borada favoreci6 que no se presentara in-
feccion en las excoriaciones pequefias que
se pueden producir con la depilacion. Ade-
mas, la rejilla metalica permite:

- Observar la cantidad de orina excretada
y verificar la presencia de hematuria o no.

- Observar las heces fecales del animal (si
es solida o liquida, con sangre o sin ella).

- Conocer cuando comienza a alimentarse
con los restos de alimentos en el fondo
de la caja.

El empleo del equipo de soldadura con
control digital adaptado para quemadura
seca posibilita una temperatura fija, con poca
disipacién de calor desde el inicio hasta el
final del experimento, previo control de la
temperatura ambiental por lo cual debe reali-
zarse la experiencia en el mismo local.

En las quemaduras la profundidad, la
extensidn superficial y el tiempo de exposi-
cion son fundamentales.® La ecuacion de
admision energética de los cuerpos® a par-
tir de que existe una fuente de calor cercana
a una cuerpo mas frio es la siguiente:

XZ
AK(T T)e®
Q="
(pei
donde:
Q = energia térmica que recibe un cuerpo;
A =dérea de transferencia; k= conductibi-
lidad térmica (un valor aproximado al agua);
T, = temperatura del cuerpo frio; T, =
temperatura del cuerpo caliente; e = 2,7 .
1 nimero de koler; a = difusividad térmi-
ca; X = penetracion de la quemadura en el
cuerpo; i = tiempo de exposicion a la que-
madura.

Existe una relacion proporcional entre
el area de exposicion y la temperatura que
se absorbe. Ambas son inversamente pro-
porcional al tiempo de exposicion. Peque-
fias variaciones entre estos parametros pue-
den provocar reacciones adversas en el
organismo.® Cuando los efectos de la lesién
térmica sobrepasan los limites de respues-
ta fisiologica del organismo y desencade-
nan una respuesta sistémica, se convierte
de un efecto local a una “enfermedad por
quemaduras”.®

Se observa que al variar uno solo (area,
temperatura o tiempo), se pueden mante-
ner estables los otros pardmetros sin afec-
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tar la energia que recibe el cuerpo.® Con
la variacion del tiempo se puede ajustar
el modelo de manera que se obtenga la mor-
talidad deseada en cada experiencia.

En 2 trabajos realizados con este
modelo en busca de menor mortalidad, se
redujo el tiempo a 10”. En uno se analizé el
efecto de la Pseudomonas aeruginosa para
vacuna realizado en ratones de la linea
Balb/c de 20 g con una mortalidad me-
nor del 20 % (trabajo presentado en el XII
Forum de Ciencia y Técnica, Instituto In-
vestigaciones “Carlos J. Finlay”, 1999). En
el otro se observo los efectos de la homeo-
patia en ratones quemados de la linea IBF
de 30 g sin mortalidad (trabajo presentado
en el XII Forum de Ciencia y Técnica,
ISMM “Dr. Luis Diaz Soto™, 1999), en el
que se obtuvieron los resultados esperados.

Segun los datos alcanzados en el tra-
bajo de quemadura seca que sirvi6 de base
a este modelo,** los ratones albinos con
una extension de la quemadura menor de
11 %, sobrevivieron todos. Con una SCQ
de 11 %, la letalidad fue de 22,5 %, parael
22 % fue del 71,7 %y para el 33 del 100 %.
Estos resultados se relacionaron con la cla-
sificacién de prondstico de quemaduras de
Cuba,* valorando la quemadura realizada
en el modelo como profunda. El 11 % se
corresponderia con el prondstico de muy
grave, el 22 % al critico y el 33 % al critico
extremo con 100 % de letalidad.

En la actual experiencia realizada con
ratones Balb/c, existi6 variacion en la mor-
talidad,. Con el 22 % de SCQ la mortali-
dad fue del 100 % en tiempos desde 10 has-

SUMMARY

ta 18, mientras que con el 11 % de SCQ
se alcanz6 la mortalidad por encima del 80
% con tiempos de exposicion entre 20, 32".
Este promedio de mortalidad ubica el mo-
delo empleado entre los pronésticos de cri-
tico a critico extremo. Con estos datos se
pueden valorar modelos de quemaduras para
los pronésticos que se deseen estudiar, apli-
cando incluso medidas terapéuticas.

Si la quemadura se realiza sobre la re-
gion toracica, el parénquima pulmonar
se afecta por la lesién sobre el 6rgano.
Si se realiza sobre el abdomen se lesionan
los érganos abdominales y se acelera la
translo-cacion bacteriana propia de estos
modelos. Al aplicarla sobre la zona dor sal
paraver-tebral baja, los rifiones estan pro-
tegidos por la disposicion muscular de la
region; pero, por encima de los 25 se pro-
voca quemadura del 6rgano. Esta localiza-
cion no afecta la columna vertebral, lo cual
es vital para la alimentacién de los rato-
nes.

Se propone emplear ratones Balb/c de
12 semanas, 20 & 2 g de un mismo sexo,
ubicados en cajas con rejilla metalica de
suspension, con depilacién combinada y
anestesiados para aplicar quemadura seca
profunda con dispositivo adaptado de solda-
dura automatico en una SCQ 11 % y tempe-
ratura de 100 °C durante el tiempo selec-
cionado acorde con los propésitos de cada
investigacion.

El modelo de quemadura seca emplea-
do sirve como modelo biol6gico para el es-
tudio de los procesos relacionados con la
enfermedad por quemaduras.

The disease caused by burns allow to follow research lines related to the syndrome of generalized systemic
inflammation and to the syndrome of multiple organ dysfunction. In order to develop an experimental burn model
that may be used in biomedical research, Balb/c female mice of 20429 were used, a metal mesh with an open-
work of 0.5 cm was made for the boxes, and ketamine (100 mg/kg) was administered 5 days before the burn. The
total dry burn was attained by using 2 devices adapted to be coupled with a welding station with automatic
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temperature control to have between 11 and 22 % of burned body surface (paravertebral). Different burn times
were applied. The evolution of the animals was observed and the t test was used to compare the percentage values
among the groups.1l % of the inferior paravertebral BBS was the most adequate. It was also demonstrated that
the desired mortality or survival may be obtained by varying the time. The metal suspension mesh proved to be
efficient for the evolution of the depilation, the burn and the observation of the animal. The utilization of the
welding equipment with digital control allows to mantain a fixed temperature during the whole experiment and it
has multiple purposes, such as to conduct studies on burn prognoses. The dry burn model serves as a biological
model to study the processs connected with the disease due to burns.

Subject headings: BURNS; MODELS, BIOLOGICAL; MICE, INBRED BALBC; RESERCH
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