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Original Breve

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

EVALUACI()N DE PARAMETROS INFLAMATORIOS LOCALES Y
SISTEMICOS DE QUEMADURA PERIFERICA EN UN MODELO

ANIMAL

Wilmary Torres'?, Liseth Mendoza'2, Hember Vicci'?, Antonio Eblen-Zajjur?®¢, Maria Navarro'#¢

RESUMEN

Evaluar el volumen de edema y el recuento leucocitario, plaquetario y de fibrinégenos de quemadura periférica en un
modelo animal. Se introdujo en agua a 60 °C y durante 60 s, la pata posterior izquierda de Rattus rovergicus (grupo
experimental) o a temperatura ambiente (grupo control). Se realizé el analisis antes y después de la quemadura inducida (a
las 4, 8, 12y 24 h). El volumen del edema se determiné por fotografia ortogonal, los leucocitos y el recuento plaquetario, en
un equipo automatizado, y el fibrindgeno por el método gravimétrico. El valor maximo del edema se obtuvo a las 4 h, y de
leucocitos a las 24 h. El recuento plaquetario no varié a los diferentes intervalos de tiempo posinflamacién. El fibrinégeno se
incremento a las 4 h 'y 24 h. Este modelo animal induce inflamacién sistémica caracterizada por leucocitosis, nivel elevado
de fibrindgeno y edema localizado en la zona de induccion.

Palabras clave: Quemadura; Edema; Leucocitos; Plaquetas; Fibrinégeno (fuente: DeCS BIREME).

ASSESSMENT OF LOCAL AND SYSTEMIC INFLAMMATORY PARAMETERS

OF PERIPHERAL BURN IN AN ANIMAL MODEL

ABSTRACT

To evaluate the edema volume and leukocyte, platelet, and fibrinogen count of peripheral burn in an animal model. The
back left leg of Rattus norvegicus (experimental group) was placed in water at 60 °C for 60 seconds or at room temperature
(control group). An analysis was carried out before and after the induced burn (at 4, 8, 12, and 24 h). The edema volume
was determined by an orthogonal photo, the leukocyte and platelet counts were determined using automated equipment,
and the fibrinogen count was determined using the gravimetric method. The maximum value of the edema was recorded
at 4 h and leukocytes at 24 h. The platelet count did not vary at different post-edema time intervals. The fibrinogen level
increased at 4 h and 24 h. In this animal model we induced systemic inflammation characterized by leukocytosis and

elevated fibrinogen levels, combined with edema located at the induction area.

Key words: Burn; Edema; Leukocytes; Platelets; Fibrinogen (source: MeSH NLM)

INTRODUCCION

La inflamacion constituye un proceso defensivo
multifactorial ante el dafio de cualquier etiologia causado
a células y tejidos vascularizados . Este mecanismo
puede ir desde una respuesta local, que tiende a
circunscribirse en la zona afectada, generando rubor,
calor, edema, dolor y pérdida de la funcién; hasta una
respuesta generalizada conocida como respuesta de fase
aguda, caracterizada por fiebre, leucocitosis, liberacién
de corticoides y la produccion hepética de proteinas que
actuan como marcadores de inflamacion activa como el
fibrindgeno, la proteina C reactiva, entre otras 2,

Los parametros antes mencionados han sido evaluados
experimentalmente en animales, con la finalidad de
conocer mejor el mecanismo fisiopatolégico que ocurre
en el proceso inflamatorio “%. El modelo animal mas
usado es el de inducir inflamacion en la pata de ratas
al inyectar localmente carragenina, un polisacérido
sulfatado que produce una respuesta edematogénica,
acompafiada por migracién de células, una marcada
respuesta nocifensiva y la produccion de mediadores
inflamatorios como histamina, protaglandinas, cininas,
oxido nitrico y citocinas *%. EI modelo experimental de
inflamacién inducida por carragenina, dista mucho de
las situaciones clinicas presentes con frecuencia en
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el humano, como es el caso de las quemaduras, las
cuales son lesiones de tejidos de origen térmico por
exposicion a llamas, superficies calientes y liquidos, frio
extremo, productos quimicos, radiacion, o la friccion ©7,
De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud ®,
cada afio alrededor de 300.000 muertes en el mundo
se deben a quemaduras, las cuales inducen numerosas
disfunciones de 6rganos que resultan en altos niveles
de morbilidad, discapacidad y mortalidad ©.

Las alteraciones moleculares, celulares y
fisiopatologicas presentes en una lesion por quemadura
no han sido completamente aclaradas. En tal sentido,
existe la necesidad de un modelo animal que mimetice
adecuadamente estos estados patoldgicos para obtener
una comprension completa de los mecanismos que se
pueden presentar. Quizas el factor mas critico de la
relevancia clinica es el método utilizado para inducir
guemaduras en animales de experimentacion (. Las
técnicas que se han utilizado para generar superficies
de quemaduras en modelos animales experimentales
incluyen el contacto directo con un metal calentado @,
con electricidad o con agua caliente (9,

Entre los modelos antes mencionados, el modelo de
agua caliente ha alcanzado un uso generalizado y es
considerado por algunos expertos como el estandar
para los modelos animales de quemaduras ("9, Ademas,
las quemaduras causadas por liquidos calientes son
la causa mas frecuente de quemaduras en nifios y
ancianos (™.

En el modelo animal de quemadura inducido en ratas,
al sumergir una pata en agua a 60°C, se ha descrito la
expresion de proteinas de diversos pesos moleculares
en la asta dorsal medular, asi como el efecto de los
antiinflamatorios no esteroideos sobre estas (2. Sin
embargo, se desconoce el curso temporal de parametros
hematolégicos como el recuento de leucocitos y
plaquetas, asi como de biomarcadores inflamatorios
participantes en el proceso de coagulacién, como el
fibrinégeno, en este modelo de inflamacion animal, este
conocimiento permitiria evaluar el efecto de nuevos
medicamentos antiinflamatorios y/o el efecto de los
factores de coagulacién sobre este proceso patolégico.

EL ESTUDIO

ANIMALES

Se emplearon ratas (Rattus norvegicus) adultos machos
de la cepa Sprague Dawley (350-400 g); fueron

mantenidas en condiciones de temperatura controlada
(24-27 °C) con ciclos de luz y oscuridad de 12 h cada
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uno, con alimento y agua ad libitum. Dichos ejemplares
fueron provistos por el Bioterio Central de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad de Carabobo,
Venezuela. Todos los experimentos se realizaron entre
las 08.00 y las 12.00 h para reducir las variaciones
circadianas de los parametros estudiados (3.

INDUCCION DE LA QUEMADURA

Los animales fueron divididos en dos grupos (control
y experimental) de seis animales cada uno, con
caracteristicas similares entre ellos (peso y edad). Las
ratas fueron anestesiadas con tiopental de sodio (60
mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.); posteriormente,
se les suministré6 por via subcutdanea 0,25 mg de
atropina, para disminuir las secreciones respiratorias.
Una vez verificado el nivel de anestesia profundo
(ausencia de reflejos corneal, y de retirada de la cola
y pata ante estimulo doloroso), se introdujo la pata
posterior izquierda de las ratas del grupo control en
agua a temperatura ambiente durante 60 s. Similar
procedimiento fue realizado en el grupo experimental,
pero en agua a 60 °C siguiendo los procedimientos
previamente descritos (4.

Los animales se dejaron reposando sobre una manta
eléctrica con control por retroalimentacion que mantiene
la temperatura colorrectal del animal en 37 °C hasta que
pase el efecto del barbiturico.

CUANTIFICACION DEL EDEMA

El area de inflamacién de la pata del animal se midio
de manera secuencial antes y luego de cuatro, ocho,
doce y veinticuatro horas de la quemadura, mediante
fotografia digital ortogonal (planos dorso-plantar y
lateral de la pata estimulada) (Figura 1). Las fotografias
en formato bitmap (.bmp) se procesaron con el
programa ImageTools (INH, 2010) con la herramienta
de medicién de areas a través de los contornos de la
imagen de la pata. El area total inflamada se determin6
mediante la suma de las superficies de la pata en ambos
planos expresada como pixeles?, se calibr6 mediante
una superficie de area conocida en el mismo campo
fotografico para su conversién a mm?. La intensidad del
edema se calculd como porcentaje (%) de incremento
de la superficie de la pata inducida por la quemadura en
cada intervalo de tiempo. Las superficies de las patas de
las ratas sin inflamacién se consideraron como 100%.

DETERMINACION DE PARAMETROS
INFLAMATORIOS SISTEMICOS

Se tomaron muestras de sangre por puncién cardiaca
antes y luego de cuatro, ocho, doce y veinticuatro horas
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Figura 1. Plano dorsal y lateral de pata izquierda de la rata antes (A,B), después (C,D) de la inmersion en agua a 60 °C por

60 segundos.

delaquemadura. Paraello, las ratas fueron anestesiadas
previamente con tiopental de sodio (60 mg/kg, i.p.).
Parte de la sangre obtenida se mezclé con citrato de
sodio al 3,2% p/v en una proporcion 1:9 (citrato:sangre),
en la cual se realizd el conteo de glébulos blancos y
plaquetas mediante un equipo automatizado (Mindray®
BC-2300). Del resto de la muestra se obtuvo plasma
por centrifugacién a 1500 g durante 15 min (centrifuga
Centra-CL2) para la determinacién de la concentracion
de fibrindgeno por el método gravimétrico (9.

ANALISIS ESTADISTICO

Las medidas de resumen se expresaron en funcion de la
mediana y los percentiles 25-75. La comparacion entre
los grupos estudiados se realizé a través de la prueba
no paramétrica U de Mann-Whitney y de Friedman para
multiples grupos y posthoc test con pareo por Wilcoxon.
Los resultados se consideraron estadisticamente
significativos para un p<0,05. El analisis se realiz6 con el
programa estadistico PAST v3.14.

ASPECTOS ETICOS

El manejo de los animales se realizd siguiendo los
lineamientos establecidos por la Guide for the care and use

or laboratory animals del National Institute of Health "® y la
ley venezolana para la Proteccion de la Fauna Doméstica
Libre y en Cautiverio 7.

RESULTADOS
VOLUMEN DEL EDEMAINDUCIDO POR QUEMADURA

La inmersion de la pata de la rata en agua a 60 °C
indujo un eritema inicial notable a partir de los cinco
segundos de inmersion, el cual fue seguido a los pocos
minutos con edema in crescendo, cuya intensidad fue
significativamente mayor al del grupo control desde
la primera determinacién a las cuatro horas (p<0,05)
(Figura 2). Una vez generada la maxima intensidad
del edema a las cuatro horas posquemadura, este
se mantuvo en valores similares a las ocho, doce y
veinticuatro horas posquemadura (p>0,05), lo cual se
ajusta a un desarrollo temporal de caracter logaritmico
con saturacion a las cuatro horas. Los valores de las
patas de los animales del grupo control no mostraron
ninglin cambio a lo largo de las horas de evaluacion.
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Figura 2. Intensidad de la inflamacién de la pata trasera en el
grupo con quemadura inducida en relacion al tiempo. No hubo
inflamacién alguna en grupo control. Los valores representan
las medianas y P,.- P, (n=6) por cada hora de evaluacion. Test
de Friedman y posthoc test con pareo por Wilcoxon *p<0,05
con respecto a los controles, pero p>0,05 al comparar los
valores a las 4, 8, 12 y 24 horas posquemadura.

CONTEO DE GLOBULOS BLANCOS Y PLAQUETAS
ASOCIADOS A LA REACCION INFLAMATORIA

En el grupo control se obtuvo un recuento de leucocitos
de 5,3x10%uL (4,5-5,8 x10%/uL). El recuento total de
glébulos blancos se incrementé significativamente y en
forma progresiva a las cuatro, ocho, doce y veinticuatro
horas posquemadura, mostrando un valor maximo a
las 24 h posquemadura de 8,72 x10%uL (8,0-9,9x10%
pL) lo cual significé un 67,48% (p<0,05) de incremento
en comparacion a los valores obtenidos en el grupo de
ratas controles. En la Figura 3 se presenta la curva de
mejor ajuste y la ecuacion que define el incremento de la
cuenta de glébulos blancos con el tiempo posquemadura.

10000 Cuenta blanca= 5827 + (127,1 x Hora)
9000+
8000+

7000+ }

6000+

Glébulos blancos pL

50004

4000+

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Hora posquemadura

[l Grupo experimental Grupo control
Figura 3. Recuento total de gldbulos blancos entre grupo
con quemadura inducida por agua y control. Los valores
representan la mediana y P,.- P, . Curva de ajuste: R?=0,46;
F=27,28; P=10-5.
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El recuento plaquetario en las ratas controles fue de
835x10%/uL (754-952,10%/uL). Este valor no se modificd
estadisticamente en los animales con inflamacion, al
compararlos tanto con sus valores prequemadura o con
los valores de los animales sin quemadura.

CONCENTRACION PLASMATICA DE FIBRINOGENO
POSQUEMADURA PERIFERICA

En el grupo de ratas sin inflamacién la concentracion
plasmatica de fibrindgeno obtenida en este estudio
fue 183 mg/dL (150-219 mg/dL; IC 95%), la cual se
incremento a las cuatro horas (p<0,05) y a las veinticuatro
horas (p<0,0001) posquemadura. No hubo diferencias
significativas a las ocho y doce horas posteriores a la
quemadura entre los valores de ambos grupos (Figura 4).

DISCUSION

En el presente estudio se evalud por primera vez el curso
temporal de la cuenta de glébulos blancos y plaquetas,
asi como la concentracion de fibrinégeno plasmatico en
ratas con inflamacién inducida por quemadura de una
pata al sumergirla en agua a 60 °C, modelo de lesién
similar a la presentada con frecuencia en el humano.

El edema posquemadura alcanzo su valor maximo a las
cuatro horas, y se mantuvo hasta las veinticuatro horas,
resultado que concuerda con los valores reportados para
el modelo de inflamacién inducido por carragenina “9,
Luego de alcanzada la maxima intensidad del edema a
las cuatro horas posquemadura, es probable que no se
incrementara aun mas debido al efecto de contencién
gjercido por la fascia plantar, situacion que también se
presenta en los humanos, en quienes se presenta una
hipertension compartimental en el miembro quemado (8,

360 Fibrinégeno = 188,13 + (6,51 x Hora)

320
280
240
200
160

Fibrinégeno mg. dL-!

120

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Hora posquemadura

[l Grupo experimental Grupo control

Figura 4. Concentracion plasmatica de Fibrindgeno entre grupos
con quemadura inducida y control. Los valores representan la
mediana y P,.- P,.. Curva de ajuste lineal: R?>= 0,59; P=10-6.
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Este hecho resalta la similitud del modelo experimental
animal usado en el presente estudio con el proceso
inflamatorio por quemadura visto en clinica humana.

Si bien el edema alcanzé su maxima intensidad a
las 4 horas para luego mantenerse constante hasta
las 24 horas de evaluacion. La liberacién de aminas
vasoactivas como la histamina y la serotonina y de las
citocinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis
tumoral-alfa (FNT-a), interleucina-1 (IL-1) e IL-6
producidas por la degranulacién de mastocitos ©® o de
las plaquetas, conllevan a incrementar la permeabilidad
vascular favoreciendo la formacion del edema .

La quemadura no solo produjo una respuesta local
(edema), sino también una respuesta sistémica,
expresada por leucocitosis e hiperfibrinogenemia. La
leucocitosis mantuvo un incremento constante y lineal a
partir de las cuatro horas, alcanzando su maximo valor a
las 24 h. Estos resultados contrastan con los reportados
en el modelo de inflamacion inducido por carragenina @
en el cual solo se observo leucocitosis transitoria a las
12 h posinyeccién, y valores similares al grupo control a
las 8, 24, 36 y 48 h. Asimismo, Cicala et al. ® reportaron
la ausencia de variacién en el conteo de leucocitos en
el modelo inflamatorio inducido por carragenina a las
tres y veinticuatro horas posteriores a su inyeccion.
Estos datos siguieren que el impacto sistémico, y
especialmente hematoldgico, de la inflamacién inducida
por la quemadura, es mayor que el inducido por la
inyeccion de carragenina, y se aproximaria mejor a
la situacion clinica observada en los pacientes con
quemaduras (9. Es importante resaltar que este es el
primer hallazgo de leucocitosis asociada a la respuesta
inflamatoria inducido por este tipo de quemadura.

Por otra parte, los valores obtenidos en el conteo de
plaquetas en este estudio contribuyen en la definicion
de los valores de referencia de este parametro
hematoldgico en ratas, resultados que coinciden con
otros trabajos en donde se estudiaron las mismas cepas
de ratas y se utilizé la puncién cardiaca como medio de
sangramiento ©.
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La ausencia de cambios en el conteo de plaquetas
durante la inflamacion inducida por quemadura sugiere
que las plaquetas participarian en este proceso, no
con cambios en su numero, sino en sus funciones
(adhesividad y/o agregabilidad) como ha sido sugerido
en el modelo inducido por carragenina ©, por lo que
estudios futuros deberian evaluar dichas funciones.

El incremento del fibrindgeno plasmatico asociado a la
quemadura corresponde a un elemento de la compleja
respuesta a una gran variedad de lesiones con el objetivo de
restaurar la homeostasis. El fibrinégeno ?% es considerado
no solo un componente de la coagulacién, sino también
un marcador proporcional en su concentracion plasmatica
a la intensidad del proceso inflamatorio (%%, En el
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la concentracién de fibrinbgeno con la evolucién en horas
posterior a la quemadura. Esto apoya la nocién de que el
fibrinégeno constituye un marcador inflamatorio al punto
que, mediante la curva de ajuste reportada, es posible
estimar el tiempo en horas de evolucion del proceso
inflamatorio y viceversa. La causa de la hiperfibrinogenemia
progresiva durante la inflamacion, probablemente se
deba al incremento en la sintesis y secrecion de citocinas
proinflamatorias en el sitio de la lesién como el FNT-q, IL-1
e IL-6 que inducen una mayor secrecion hepatica de esta
proteina de fase aguda @,

Los resultados del presente estudio proveen nuevas
evidencias en donde el modelo animal de quemadura
inducida en agua a 60 °C por 60 s, incita una
respuesta sistémica caracterizada por leucocitosis e
hiperfibrinogenemia aunado al efecto edematogénico local.
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