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RESUMEN

La enfermedad por quemadura estimula la respuesta inflamatoria sistémica y el dafio
multiple de érganos, su expresion morfolégica. Con el propdsito de identificar el
comportamiento del estrés oxidativo mediante el malondialdehido, la superoxido
dismutasa y la catalasa y su modificacién con el empleo del tratamiento sistémico con
Aloe b, 0zono o factor de crecimiento epidérmico, se elaboré un modelo de quemadura
seca de un area de 11 %, en ratones hembras, balb/c de 20 + 2 g (n= 24). Se aplico
eutanasia en diferentes tiempos, se estudiaron los 6rganos con evaluacién cualitativa en
grados de intensidad y las variables bioquimicas se obtuvieron del rifion y del higado.
La prueba G se empled para conocer la dependencia entre las variables y la prueba t se
uso al comparar porcentajes. El analisis de varianza bifactorial y la prueba de rango
multiple de Duncan se empled en las variables del estrés oxidativo estudiadas. Se
siguieron las normas éticas en el trabajo con los animales. Existié dependencia entre los
diferentes grupos y la vitalidad (G= 268,83***) superior en los grupos tratados. Los
grupos no tratados tuvieron mayor intensidad del dafio maltiple de érganos y peor
respuesta del estrés oxidativo. Los grupos con mejor evolucion fueron el tratado con
ozono y el tratado con factor de crecimiento epidérmico. El tratamiento inmediatamente
después de la quemadura con ozono y factor de crecimiento epidérmico resultd
favorable para la evolucion y supervivencia de los animales.

Palabras clave: Dafio maltiple de drganos, modelo experimental de raton quemado,
estrés oxidativo, ozono, Aloe b, factor de crecimiento epidérmico.

En el desarrollo de la terapia intensiva se establece una complicacion que compromete
la vida de pacientes, que la medicina intensiva logro salvar en los primeros momentos,
el sindrome de disfuncion maltiple de érganos (SDMO).* A las alteraciones
morfoldgicas relacionadas con la disfuncion se les denominé dafio multiple de 6rganos
(DMO).2

Los resultados de autopsia de pacientes procedentes de terapia intensiva,® en
politraumatizados, el estudio la enfermedad por quemadura humana* y experimental
(Hurtado de Mendoza J. Alteraciones locales y generales en la enfermedad por
quemaduras. Estudio histopatologico y ultraestructural en un modelo experimental de
ratdn quemado. Tesis Doctoral, La Habana, 1983) muestran alteraciones del DMO.

La enfermedad por quemaduras se considera el reto mas grande en cuanto al cuidado
intensivo que se demanda para salvar la victima.* En este evento se liberan especies
reactivas del oxigeno (ERO) que activan la peroxidacion lipidica.s La lesion cutanea es
fuente primaria de los mediadores de la inflamacion que posteriormente amplifican sus



efectos a escala sistémica y desencadena una respuesta inflamatoria sistémica (RI1S).c La
clave del tratamiento donde coinciden los estudiosos del tema ha sido en la
"prevencion”.” Entre los productos nacionales que pueden regular la respuesta celular
estan el tratamiento sistémico con Aloe b, ozono o factor de crecimiento epidérmico
(FCE).z

Con el proposito de identificar el comportamiento del estrés oxidativo a través del
malondialdehido (MAD), la superoxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) en la
guemadura y su modificacion con el empleo de estos productos aplicados después de la
accion la quemadura en un modelo experimental de raton quemado se realizo el
presente trabajo.

METODOS

Se realizé el estudio sobre la base de un modelo experimental de raton quemado
previamente elaborado.** Los animales procedian del Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Experimentacion. Se consideraron los procedimientos
éticos y se labord bajo los principios de las Buenas Practicas de Laboratorio*

Los animales fueron ratones de la linea balb/c, hembras, de 20 + 2 g y de 12 semanas.
Se emple6 un modelo de quemadura seca paravertebral total en una superficie corporal
guemada 11 %, con temperatura de 100 °C y tiempo de exposicién de 20 s.** Los
animales se aclimataron durante 7 dias y el control de la evolucién se realizo 2 veces al
dia. Se utilizaron 6 grupos con una n= 24 cada grupo y uno testigo (n=5).
Inmediatamente posquemadura se aplicé hidratacion y tratamiento de la forma
siguiente:

e Grupo no tratado: 1 mL de solucién salina (SS) al 0,9 % intraperintoneal (ip) ler
dia solo.

e Grupo placebo: 1 mL SS al 0,9% IP durante 14 dias.

e Grupo Aloe b: 0,15 mg/kg lera S, 0,10 mg/kg 2 da S en SS 0,9 % ip 14 dias.

e Grupo ozono: 1 mL SS al 0,9 % ipy 2 mg/kg (0,9 mL gas a 37,3 mg/L) por via
transrectal durante 14 dias.

e Grupo Aloe b mas ozono: 1 mL SS al 0,9 % ip, combinados (primero el Aloe b)
por las vias sefialadas y durante 14 dias.

e Grupo FCE: 1 mL SS al 0,9 % y 500 mg/kg en SS ip hasta 14 dias.

Se emple6 un equipo OZONOZAN PM 83K, con una presion de oxigeno de 0,10
mmHg.

La vitalidad de los animales se analiz6 con los criterios siguientes:
e Moribundos: pocos reflejos, no se alimentan y no se desplazan.
o Vitales: reflejos mantenidos, se alimentan y desplazan con actividad limitada.

o Activos: reflejos y alimentacion adecuada con movilidad desde las 24 h.

Se aplicé eutanasia a las 24 h, 72 h, 7 dias y 14 dias y se estudiaron los 6rganos con
evaluacion cualitativa en grados de intensidad.*



El estudio morfoldgico se realizé a ciegas. Los criterios de evaluacion fueron: 0)
negativo; 1) leve; 2) moderado y 3) intenso. EI DMO se evalu6 por la presencia de
lesion en 3 0 mas 6rganos. La esplenitis y hepatitis reactiva se consideraron como
respuesta del sistema monocitico fagocitario (SMF). Para cada caso se valoro el
promedio de las intensidades afectadas (leve, moderada e intensa) y se clasificé el DMO
en estos grados.

Se estudiaron 3 variables del estrés oxidativo en tejido (I6bulo izquierdo del higado y el
rifidn izquierdo). Se colocaron en congelacion a -40 °C y se realizaron los estudios del
MAD, CAT y SOD. Las técnicas empleadas se corresponden con las normas
operacionales habituales.

Las variables principales estudiadas fueron la vitalidad y la presencia del DMO. Las
variables dependientes fueron las alteraciones morfoldgicas y bioquimicas estudiadas.

Andlisis estadistico

Se empled la prueba de la t de Students al comparar los valores de porcentaje entre los
grupos de animales. Se aplicd la prueba G de tablas de contingencia para conocer la
dependencia entre la vitalidad de los animales y las afecciones de los érganos en los
grupos de estudio. En el andlisis de los marcadores del estrés oxidativo estudiados se
compar6 la normalidad y se empled un anélisis de varianza bifactorial. Los factores
fueron los 6rganos (higado y rifion) y los grupos de estudio en los animales sacrificados
a las 24 h, por encontrarse en este tiempo el mayor nimero de animales en cada grupo.
Para comparar las medias se utilizo la prueba de rangos mdaltiples de Duncan.*

RESULTADOS

Se mostr6 una dependencia significativa entre los grupos de estudio y la vitalidad de los
animales en las primeras 24 h (G= 268.83***; p < 0,001). Se observo buena respuesta
en los ratones que sobrevivieron del grupo tratado con Aloe b con actividad vital. Los
grupos tratados con ozono y con FCE presentaron mayor movilidad y capacidad de
desplazarse desde las primeras 24 h de la quemadura (tabla 1).

Tabla 1. Vitalidad de los grupos de estudio a las 24 h de realizada la quemadura (n= 24)

|Grupos de estudio || Fallecidos % || Moribundos % || Vitales(%) || Activos (%) |
INo tratado I 16,7 I 75 | 83 | 0 |
IPlacebo | 0 | 66,7* | 333 | 0 |
|Aloe b | 0 | 0 | 100 || 0 |
l0zono | 833 I 19,5 | 417 | 75 |
|Aloe b + ozono || 100 || - || - || - |
[EGF | 0 | 0 | 2083 | 7967 |

El 62,5 % de ellos fallece antes de las 48 h.

En cada grupo de estudio existié un comportamiento diferencial entre los 6rganos y la
intensidad de las alteraciones morfoldgicas. Existiéo un comportamiento variable entre la
intensidad del DMO vy los grupos de estudio (G= 45,11***). En el analisis de los
porcentajes (ts) se observo que los animales de los grupos tratados presentaron mayor



porcentajes del DMO en el grado leve; las cifras fueron significativas en forma
favorable en los animales del grupo tratado con ozono y tratado con FCE (ts= 5,74*** y
7,08*** respectivamente) (tabla 2). Estos resultados coinciden con la mejor vitalidad en
los animales tratados con ozono y con EGF.

Tabla 2. Presencia del DMO en los diferentes grupos de estudio

|Grup0 de estudio || DMO leve (%) || DMO moderado (%) || Valor de ts

|
|No tratado |E|| 0 || 100 || |
IPlacebo [12] 16,66 I 83,33 | 357 |
[Aloe b [11] 36,36 | 63,63 [ 129ns |
|0zono [15]] 93,33 | 6,66 | 574 |
fEcF ) 5 [ 708~ |

ns= no significativo.

Las variables del estrés oxidativo presentaron cambios similares en los érganos
analizados desde las 24 h. En el grupo tratado con ozono y tratado con FCE la respuesta
al MDA se recupero, respecto al grupo testigo y la CAT mostro una respuesta favorable
en ellos. El analisis bifactorial corroboro lo expuesto anteriormente con niveles de
significacion diferente entre los grupos (letras diferentes) (tabla 3).

Tabla 3. Analisis bifactorial de la variacion del MDA y la CAT a las 24 h entre todos
los grupos del estudio (6rganos y grupos de tratamiento)

| I | MDA (molmL) || CAT (wmL) |
|Grupo de estudio || Organo || X || Letras || X || Letras |
[Testigo | Higado || 1,33 | (©) | 34607 || (¢ |
| [ wrifien || 076 | (@ | 27595 || (© |
INo tratado | Higado | 3,45 || (b) | 43418 || (b) |
| [ Riien [[ 279 [ ® [ 281,73 | (¢ |
[Placebo | Higado || 462 || @ | 3423 || (© |
| [ Rrifien | 154 | (© ][ 38287 | (© |
|Aloe b | Higado || 148 || () | 57885 | () |
| [ Rrifen || 152 | (© | 27307 | (© |
lozono | Higado || 316 || () | 71923 | @ |
| [ Riien |[ 3090 [ () | 83586 | (a) |
[EGF | Higado || 475 || @ | 73907 | (@ |
| [ rifien [ 49 | @ ][ 38749 | () |

Letras diferentes indican significacion estadistica segun prueba de rangos multiples de
Duncan (p < 0,05). SxAxB=0,58***; p < 0,001 para el MDA y SXAxB= 0,24**; p <
0,01 para la CAT.

La SOD mostro solo diferencias en los grupos de estudio. Se estimul6 en el grupo



placebo, el tratado con Aloe b y el tratado con FCE en un mismo nivel de significacion
(a), mientras que en el grupo no tratado y el tratado con ozono no se estimulé (tabla 4).

Tabla 4. Analisis factorial de la variacion de la SOD a las 24 h entre todos los grupos
del estudio (grupos de tratamiento)

|Grup0 de estudio || X (WmL) || Letras |
[Testigo I 29,06 I (b) |
|Quemado no tratado || 32,48 || (b) |
IPlacebo | 37,44 | (@) |
|Aloe b I 34,01 I (@) |
|Ozon0 || 28,25 || (b) |
[EGF L 338 | @ |

Letras diferentes indican significacion estadistica segun prueba de rangos multiples de
Duncan (p < 0,05). (SxB= 0,46**; p < 0,01).

DISCUSION

La hidratacion sostenida es un componente necesario en la terapia de la enfermedad por
guemadura. El grupo tratado con ozono alcanz6 una supervivencia destacada al
incorporar volumen y los efectos de la ozonoterapia, que propicia oxigenacion
suplementaria a los tejidos.*

Los efectos terapéuticos del Aloe b y el ozono, aplicados independientes en la
enfermedad por quemadura, muestran efectos beneficiosos.s*¢ La letalidad de la
combinacion de ambos en presencia de la quemadura se valoré por la accion de las
ERO. Estas moléculas en su estructura atdmica presentan desapareado uno 0 mas
electrones en el orbital externo, lo cual le confiere alta inestabilidad e interaccion con
las biomoléculas.*” EI peréxido de hidrogeno (H.O.) en los sistemas bioldgicos se
descompone facilmente generando el mas toxico de ellos, el radical hidroxilo (HO) que
reacciona con casi todas las biomoléculas de una célula a pesar de su corta vida media y
de su limitada difusion.>

La enfermedad por quemadura per se produce gran cantidad de ERO por el efecto
directo de la quemadura y por la RIS que se desencadena®. El ozono tiene amplia
capacidad de reaccion. A dosis adecuadas, una estimulacion sobre los mecanismos
enzimaticos de respuesta antioxidantes de las células, el Aloe b estimula también las
defensas antioxidantes.»

La corteza es rica en antraquinonas? que en su estructura quimica presentan varios
anillos de benceno con un incremento en los grupos OH, los cuales pueden reaccionar y
constituir ERO. El ozono, por su parte, actia creando un pequefio estrés oxidativo
controlado. En esta situacion puede ocurrir un fenémeno de potencializacion de las
ERO por ambos medicamentos junto a los radicales libres que se producen por la
guemadura y que se saturen las defensas antioxidantes enddgenas del animal; esta
reaccion en cadena, dificil de controlar, puede provocar la muerte en las primeras 24 h.
Las respuestas definitivas a este nuevo problema planteado requieren de estudios
futuros en esta linea de investigacion.



La administracion exdgena y sistémica de concentraciones suprafisioldgicas de FCE,
ejerce efecto citoprotector ante la accidn de factores agresivos induciendo sobre ellos un
estado de proteccion que le permite tolerar diferentes insultos. La capacidad
citoprotectora del FCE se demuestra en la preservacion de la viabilidad histica. Esta
capacidad del EGF parece estar asociada con la peroxidacion lipidica.»

En condiciones fisioldgicas, las ERO se pueden controlar por los mecanismos
antioxidantes defensivos de la célula. Halliwell define a los antioxidantes como toda
sustancia que a bajas concentraciones respecto a un sustrato oxidable, retarda o previene
la oxidacion de dicho sustrato.>* La SOD se descubre en 1975 por Fridovich y promueve
la reaccion quimica que transforma el -O-, en H,0..> La catalasa acelera la reaccion que
transforma el H,O, en H,O. Al no existir el -O, ni el H,O, no existe la probabilidad de
formar el radical ‘HO, contra el cual no hay antioxidante especifico.

Si afecta a los acidos grasos poliinsaturados, se dafian las membranas celulares con
aumento de la permeabilidad de las membranas y la muerte celular. La reaccion en
cadena de la oxidacién de un cido graso oxida a otras moléculas comenzando el
proceso de peroxidacion lipidica, reaccion en cadena autoperpetuativa que genera
subproductos toxicos entre ellos radicales lipidicos y lipoperdxidos. Estos pueden
descomponerse en subespecies reactivas (lipidos peroxil y alcoxil) hasta formar
aldehidos. Muchos de los aldehidos formados son biol6gicamente activos, tienen alta
difusion y atacan a casi todas las biomoléculas, entre ellos el MAD.> La presencia de
este compuesto en tejido, plasma y orina es un método para evaluar el estrés oxidativo.

Las enzimas antioxidantes se estimularon favorablemente con el empleo del ozono,*
con mejor evolucion de los animales y menores alteraciones morfoldgicas. A lo largo
del tratamiento se ve una disminucion significativa de los peréxidos formados (a traves
del MDA), con un balance entre la dismutacion del radical superdxido y la reduccion
del H,O, formado. La estimulacion de los sistemas de defensa antioxidante producido
con el tratamiento con O; se ha demostrado en diferentes modelos animales (en la
isquemia-reperfusion hepatica y renal) y en pacientes (con cardiopatia isquémica e
hipoxia cerebral).”

El grupo tratado con Aloe b se comporta de forma estable, con escasa variacion entre las
diferentes variables. Las vias por la cual se logré esta evolucion no esta en la
proliferacion linfoide ni en la estimulacion de la defensa antioxidante. El gel es rico en
manosa> Yy la presencia de oligosacaridos de manosa para realizar el transporte de
proteinas intracelular y para el transporte de glicoproteinas, es importante.> El
mecanismo de accidn puede estar vinculado a esta particularidad bioquimica.

La respuesta observada con la aplicacion de los diferentes tratamientos aporta resultados
satisfactorios tanto en la vitalidad, en la intensidad de las lesiones histologicas
observadas del DMO y en la respuesta del estrés oxidativo en los animales tratados con
0zono y mas aun en el grupo tratado con EGF, aunque la sepsis se presentd en la
quemadura de este Gltimo grupo.

SUMMARY

Oxidative stress in a model of burnt mouse treated with Aloe b, ozone and epidermal
growth factor



Burn disease stimulates systemic inflammatory response and its morphologic expression
that is multiple organ failure. With the objective of identifying the behaviour of
oxidative stress through malonaldehyde, superoxide dismutase, and catalase, and its
change by using the systemic treatment based on Aloe b, ozone or epidermal growth
factor, a dry burn model of a 11 % area in balb/c female mice of 20 + 2 g (n= 24) was
designed. Eutanasia was applied at different moments, organs were studied with
qualitative evaluation of intensity degrees, and biochemical variables were analyzed
from the kidney and the liver of mice. Test G served to find out dependence among
variables and Test t was used to compare percentages. Bifactoral variance analysis and
Duncan’s multiple range test were used in the studied oxidative stress variables. Ethical
standards on work with animals were complied with. Dependence was observed among
the various groups and survival rate (G= 268,83***) was higher in the treated groups.
Untreated groups showed more intensive multiple organ damage and worse oxidative
stress response. The groups treated with ozone and epidermal growth factor showed
better recovery. The treatment with ozone and epidermal growth factor immediately
after burning favored recovery and survival of balb/c mice.

Key words: Organ multiple damage, experimental model of burned mouse, oxidative
stress, ozone, Aloe b, epidermal growth factor.
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