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body thermal injury by scalding
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RESUMO

ABSTRACT

Objetivo: As implicacdes cosméticas para o tratamento de queimaduras tém levado
a busca de estratégias farmacéuticas que otimizem em tempo e qualidade o processo
de reparagdo do tecido comprometido. Nesse sentido, a proposta deste estudo foi
investigar os efeitos da biomembrana de latex natural (Hevea brasiliensis) em pele de ratos
com lesao térmica por escaldamento. Método: No total, | 8 ratos Wistar foram divididos
em trés grupos (Gl, controle; GlI, com lesdo térmica sem tratamento; e Glll, tratado com
biomembrana de latex natural). Os animais foram eutanasiados no periodo de 4 e 14 dias
pds-lesdo. Amostras coletadas do tegumento dorsal de todos os animais foram analisadas
por microscopia de luz e eletronica de varredura, histomorfometria e estereologia
para quantificagio da densidade de volume das fibras eldsticas, do tecido de granulacdo
e do coldgeno ali presente. Resultados: Os resuttados macro e microscdpicos
demonstraram que o grupo [l apresentou melhor cicatrizagdo comparada ao grupo Gll.
Foi observado que as fibras colagenas e eldsticas, embora estivessem com densidade de
volume menor no grupo lll, apresentaram-se em uma rede organizada, assim como
notou-sea incidéncia de foliculos pilosos, novos vasos sanguineos e aumento do tecido
de granulagdo. Conclusao: Os dados permitiram concluir que a biomembrana de latex
natural favoreceu a cicatrizacio em areas queimadas e a necangiogénese, sugerindo que
0 biomaterial utilizado € um recurso terapéutico promissor para a cicatrizacao da pele.

DESCRITORES: Pele. Queimaduras. Membranas Artificiais. Cicatrizagdo.
Colageno. Latex.

Purpose: The cosmetic implications for burn treatment, has led to the search of
pharmaceutical strategies that optimize in time and quality the repair process of
the affected tissue. Due this fact, the purpose of this study was to investigate the
effects of natural latex biomembrane (Hevea brasiliensis) in the skin of rats with
body thermal injury by scalding. Method: Totally, |8 Wistar rats were allocated
into three groups (G, control; GlI, scalded without treatment; and Gll, treated
with natural latex biomembrane). Individuals were euthanized at 4 and |4 days
post-burn. Then, samples of the dorsal region of all animals were assessed
by means of light and scanning electron microscopy, histomorphometry and
stereology to quantify the volume density of elastic fibers, granulation tissue
and collagen fibers inside it. Results: According to the gross and microscopic
results, the group Il showed better healing compared to GlI. Although the
collagen and elastic fibers had lower volume density in the group Il they were
organized in a network of fibers. In addition, were observed hair follicles,
blood vessels, and increase of granulation tissue. Conclusion: According to the
results, the natural latex biomembrane helped the healing and neoangiogenesis
in burned areas, suggesting that the biomaterial is a promising therapeutic tool
for healing the skin.
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Efeitos da biomembrana de latex natural em ratos submetidos a lesdo térmica por escaldamento

INTRODUCAO

As queimaduras estdo entre as condicdes mais graves
encontradas na Medicina, sendo um problema que atinge todos
0s grupos etarios e classes sociais, com variagdes na extensao,
profundidade e etiologia'®. Dados da incidéncia de queimaduras
de pele no mundo sdo raros e pouco precisos, devido as muitas
variacdes relacionadas a extensdo, grau e busca de servicos
hospitalares. No Brasil, anualmente cerca de 2 milhdes de pessoas
sofrem queimaduras, o que representa um gasto anual de R$ 55
milhdes para o SUS (Sistema Unico de Satde). Destes, 100.000
pacientes procuram atendimento hospitalar e cerca de 2.500
falecem direta ou indiretamente por conta das lesdes. Estima-se que
cerca de 50% de todas as vitimas de queimaduras sdo criangas e,
destas, cerca de 70% de todas as mortes poderiam ser evitadas®.

Uma caracteristica marcante da lesdo térmica é a ampla
destruicdo de tecidos, levando a ativagdo de processos catabdlicos
pelo organismo, a fim de reparar a éarea afetada. A resposta
hipermetabdlica para o trauma, causado por queimadura grave
e sepse, estd associada ao aumento da energia consumida e ao
substrato energético liberado das reservas de proteina e gordura do
organismo®. O desenvolvimento de um edema e um progressivo
dano vascular sdo caracteristicas de ferimentos por queimaduras.

O processo de reparagio tecidual compreende dois
mecanismos: a regeneragao e a cicatrizagdo. A regeneragao ocorre
com reposicdo tecidual. As células epidérmicas, das margens
da ferida e das invaginagdes epidérmicas dos foliculos pilosos e
glandulas sudoriparas e sebaceas comecam a proliferar e migrar no
leito da ferida, ocluindo rapidamente sua superficie®. A cicatrizagdo
visa a restauracdo dos tecidos lesados, e é composta de uma série
de estdgios complexos, interdependentes e simultaneos, incluindo
fases de inflamacdo, proliferacdo, formacdo de tecido conjuntivo,
contragdo e, finalmente, de remodelacio’®.

Diferentes produtos tém sido utilizados na tentativa de melhorar
o processo de reparacao tecidual e as condicbes de cicatrizacao.
Dentre eles, o latex natural de seringueira (Hevea brasiliensis) vem
sendo utilizado para diferentes propdsitos, tais como: reconstrucao
de defeitos experimentais como substituto ou promotor da
formagdo de érgdos e tecidos’, substituicio parcial de pericardio'®,
tratamento de Ulceras flebopdticas'', arterioplastia experimental'?,
meringoplastia'?, epitelizacdo e renovagio da cavidade mastéidea'
e indutor da cicatrizacdo conjuntival'®.

Uma vez que a literatura tem mostrado que o latex natural
da seringueiras e comporta induzindo a formacdo de uma base
de tecido conjuntivo-fibroso'®", estando suas propriedades
relacionadas a presenca de um possivel fator de crescimento na
sua composicdo, o qual atuaria promovendo a neovascularizagdo,
adesdo celular e formagdo de matriz extracelular''"'®, a proposta
deste estudo foi investigar os efeitos quanto ao uso de
biomembrana obtida a partir deste biopolimero, confeccionada
pela extracao de latex vegetal oriundos da arvore da borracha,
Hevea brasiliensis, em ratos submetidos a lesdo térmica corporal
por escaldamento (LTE).

METODO

Animais e realizacao da lesao térmica

Foram utilizados |8 ratos Wistar, machos, com 2 meses de
idade e peso variando de 200-300g. Os animais foram mantidos
individualmente, em gaiolas metabdlicas do biotério do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICB Ill) da Universidade de Sao Paulo (USP).
O protocolo foi aprovado pela Comissdo de Bioéticada Faculdade
de Medicina Veterindria e Zootecnia da USP sob n° [451/2008
e Comissio de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP, sob n°® 014/03.

Apds o perfodo de adaptacdo, os animais foram divididos em trés
grupos (Gl, controle, n = 6; GllI, com lesdo térmica sem tratamento,
n = 6; e Glll, com lesdo térmica tratada com biomembrana de latex
natural — BLN, n = 6), sendo que trésanimais foram eutanasiados
no periodo de 4 dias pds-lesdo térmica e trés animais apds |14 dias
da lesdo térmica.

Os animais foram previamente anestesiados, por via
intraperitoneal, com Cloridrato de Tiletamina e Cloridrato
de Zolazepan em dose de | mL/Kg. Apds serem pesados,
foi realizada a tricotomia dorsal de todos os animais. Entao, os
animais dos grupos Il e Il foram colocados em calha, permitindo a
exposicao do dorso em agua a 87°C por |0 segundos. O tempo
de exposicdo para a LTE foi calculado de acordo com a massa
corporal dos animais (18% da area corporal = 10. W2/3, onde
W = massa corporal — correspondente a uma drea retangular de
aproximadamente 26 cm?)'®,

Apobsalesdaotérmica, o grupolllfoitratado comabiomembrana
de latex natural. O biopolimero (BLN) foi colocado em toda
lesdo e fixado com sutura simples. Os animais receberam por via
subcutanea Morfina (2,0mg/Kg) e opioide a cada 6 horas, durante
3 dias consecutivos e uma vez ao dia Flunixin-Meglumine (2,5
mg/kg) via oral durante o mesmo periodo. As lesdes térmicas
tratadas e ndo tratadas foram fotodocumentadas (Sony MVC-
CD500).

Nos dois periodos determinados (4 e 14 dias), os animais
foram pesados e em seguida eutanasiados em camara de didxido
de carbono. Apds a eutanasia, amostras do tegumento dorsal foram
retiradas com uma margem de |cm de tecido normal preservando
as quatro camadas: epiderme, derme, hipoderme e camada
muscular — panniculus carnosus, para posterior processamento de
microscopia de luz e eletronica de varredura.

Microscopia de luz e eletronica de varredura (MEV)

Para microscopia de luz, os cortes foram realizados em criostato
(25°C), com espessura de |0um e armazenados em freezer
-20°C. Utilizou-se a coloragdode hematoxilina-eosina para avaliar
os aspectos gerais do tegumento e do tecido de granulagdo. Para
avaliacdo das fibras colagenas, os cortes foram coradas pelo método
de Picro-sirius e analisados sob luz polarizada para tipificacdo e
quantificacdo das fibras colagenas presentes no tecido de granulagio.
Para as fibras elasticas maduras, as sec¢des foram coradas com
Verhoeff. As [dminas foram analisadas e fotografadas em microscépio
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de luz Olympus BX40 microscope (Zeiss KS400 image analysis
system 3.4; Carl Zeiss vision, Munich, Germany).

Para as andlises de MEV, as amostras foram fixadas em solugdo
de Karnovsky por um periodo de 48 horas a 4°C. Posteriormente,
foram lavadas em dgua destilada e pds-fixadas em solugdo aquosa de
tetréxido de dsmio a | % por 2 horas, desidratadas em série crescente
de etanol (de 70% a 100%). Apds seco em aparelho de ponto critico
BALZERS CPD20, as amostras foram montadas em bases metalicas,
metalizadas com ouro e analisadas em microscépio eletronico de
varredura (LEO VP435; Carl-Zeiss, Oberkochen, Germany).

Histomorfometria e Estereologia

Em todos os grupos, foram avaliadas as espessuras totais das
camadas do tegumento, da derme e do tecido de granulacio,
utilizando-se o sistema de imagem computadorizada com objetiva
de 5x. Foram realizadas, aleatoriamente, cinco medidas em cinco
seccoes diferentes apresentadas em micrometros (Um).O estudo
da espessura total engloba todo o processo inflamatério da area
lesada até a aponeurose profunda da musculatura esquelética dorsal
(panniculus carnosus).

A densidade de volume (Vv) do sistema elastico e do colageno
presente no tecido de granulacio foi determinada em oito amostras
de cada animal, correspondentes a todos os grupos, de modo que
as secgoes obtidas em cada amostra foram distribuidas seriadamente
nas diferentes ldminas'?.

Anilise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software
estatistico Minitab. Utilizou-se o teste oneway ANOVA seguido por
comparagdes multiplas pelo método de Tukey. O teste t-Student
foi usado para determinar estatisticamente a significancia entre os
Gll-14 e GllI-14 relacionados ao tecido de granulagdo. O nivel de
significancia adotado para todos os testes foi de 5%, os valores foram
considerados como significativos quando a probabilidade e indice de
significancia (p) foram menores que 0,05 (p<0,05).

RESULTADOS

Caracteristicas macroscopicas

Imediatamente apds a realizacdo da lesdo térmica, a éarea do
tegumento correspondente apresentou-se elevada, esbranquicada e
circundada por uma zona hiperémica. As Figuras A, |G, ID e I]
ilustram, respectivamente, as caracteristicas das superficies externa e
profunda da pele dos animais do grupo controle (G 1) com 4 e 14 dias.

As andlises realizadas com 4 dias apds a lesao térmica permitiram
observar a formacdo de um tecido espesso, escuro e com poucos
pelos na superficie externa do tegumento nos animais do GlI (Figura
IB). Por outro lado, no GlII observou-se uma superficie amarelada,
umedecida e maledvel (Figura |C). Ao analisar a face profunda da
pele notou-se em ambos os grupos analisados uma acentuada
coloracdo rosada (Figuras |E e IF).

Apds 14 dias, notou-se que o tecido formado no local da lesdo
térmica dos animais do Gll continuava espesso e com coloragao

avermelhada, com tendéncia a desprendimento (Figura IH). No
grupo GllI, ficou evidente uma superficie amarelada, intumescida,
Umida e com total auséncia de revestimento piloso (Figura |1). Na face
profunda desses grupos, observou-seuma coloracdo intensamente
avermelhada sugestiva de intensa irrigagdo local, principalmente em
Glll (Figuras 1K e L).

Caracteristicas microscopicas

A epiderme no grupo controle, tanto com 4 quanto com |4 dias
de experimento, apresentou-se composta de quatro camadas. Assim,
a camada cérnea queratinizada exibiu uma consideravel espessura,
quando comparada a camada granulosa, delgada e constituida por, no
maximo, dois estratos celulares. Subjacente, evidenciou-se a camada
espinhosa composta por aproximadamente quatro estratos de células
pavimentosas € a camada basal com apenas um estrato celular. Na
regido da epiderme, foram detectados espacos (fendas) entre as
fibras do tecido conjuntivo denso ndo modelado (Figuras 2A e B). A
membrana basal apresentou-se delicada limitando inferiormente a
epiderme e superiormente a derme. Ainda com relagdo a esse grupo,
como caracteristica dessa regido, notou-se a presenca de foliculos
pilosos e glandulas sebaceas com citoplasma claro e vacuolizado,
porém, consideravelmente volumoso (Figura 2A).

Na MEV, tanto a disposicdo e a organizacdo do colageno, bem
como a vascularizacdo, puderam ser avaliados. Relativamente ao
aspecto celular da epiderme e a sua sintopia com a camada subjacente
muscular, notou-se que as fibras orientavam-se longitudinalmente, bem
como a presenca de vasos sanguineos (Figura 2C). As fibras elasticas
foram detectadas em grande quantidade na regido subepidérmica,
orientadas em diferentes direcdes no terco profundo da derme.
Essas fibras exibiram menor densidadee estavam dispersas pelo tecido
coldgeno espesso. No entorno do bulbo dos foliculos pilosos e entre
estes, verdadeira rede de fibras elasticas foi detectada, orientadas em
varias direces (Figuras 3A e B).

Glll Gl Gl Gl

Gl

Figura | — Caracteristicas macroscépicas das superficies externa e profunda do
tegumento. (A, D, G e J): Controle. Notar no grupo Il a formacio de um tecido escuro,
espesso e ressecado que manteve-se do 4° ao [4° dia, assim como a baixa incidéncia
de pelos na superficie externa (B e H). No grupo tratado com a biomembrana de latex
natural, entre 0 4° e |4° dia a superficie externa apresentou-se amarelo-esbranquicada
e umedecida (C e ). Na superficie profunda, ha um aspecto réseo intenso nos animais
dos grupos Il (E e K) e lll (F e L). Especialmente no grupo tratado com a biomembrana
apos 14 dias (L), ha uma coloracdo avermelhada da regido, devido ao aumento da
vascularizagdo.
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Nos animais do Gll, com 4 dias apds a lesao térmica, observou-
se o terco superficial da derme, a estrutura dos foliculos pilosos como
0 aspecto celular das glandulas sebaceas desorganizadas (Figuras 2D
e E). Sob MEV, confirmou-se o aspecto desorganizado e compacto
dos tecidos (Figuras 2F e G). Houve adensamento das fibras elasticas
no terco médio da derme. Os espagos anteriormente observados
entre as fibras do tecido conjuntivo denso ndo modelado, nos
animais do grupo |, encontravam-se no Gll preenchidos por uma
aparente fusdo das fibras colagenas, sugerindo desnaturagdo proteica
(Figura 3C). Nessa fase, ainda ndo foi possivel detectar a presenga
de tecido de granulagdo. No entanto, aos |4 dias pds-lesdo foi
facilmente identificado na regido do terco médio da derme um
tecido relativamente espesso de coloragao mais clara que o restante
da derme, de aspecto granuloso, totalmente celular, desprovido de
fibras elasticas e/ou coldgenas, foliculos pilosos e glandulas sebaceas.
As fibras elasticas mostraram-se mais espessas, porém, mais
esparsas, sem o aspecto nitido de uma camada eldstica tipica, como
observado no 4° dia (Figura 3D).

No GllI, com 4 dias notou-se a preservagio do terco superficial da
derme, comformacio de pequena quantidade de tecido de granulagio
(Figuras 2H e I). Sob a MEV, foi possivel observar maior vascularizacdo
e um arranjo colageno mais frouxo e melhor organizado nos tercos
superficial e médio da derme, quando comparados aos animais do Gill
(Figura 2J). Tais aspectos foram mais evidentes no 14° dia, notando-
se um tecido de granulacio bem desenvolvido, mais maduro,
constituido por uma malha pantogréfica de tecido conjuntivo frouxo,

Figura 2 — Microscopia de luz e eletrénica de varredura (MEV) da derme dos animais
dos grupos | (A-C), Il (D-G) e Il (H-K). No grupo controle (Gl), notar a caracteristica
dos foliculos pilosos (fp), glandulas sebaceas (gs),camada cornea (cc), camada granulosa
(cg), camada espinhosa (*), camada muscular (cm), epiderme (ep) e vasos sanguineos
(vs). No grupo Il (4° dia) (D), notam-se foliculos pilosos (fp) e glandulas sebaceas (gs)
alterados, bem como tecido conjuntivo desorganizado (tc). No |4° dia (E-G), nota-se
tecido de granulacdo com aspecto compacto (seta). Amostras do grupo Il com 4 dias
(H) apresentam foliculos pilosos (fp) também desorganizados, porém mais semelhantes
ao Gl, assim como as glandulas (gs). No 14° dia (I-K), hd uma tendéncia a reorganizacio
tecidual da derme, bem como evidencia-se coldgeno no tecido de granulagdo (seta)
e, sob a MEV, vasos sanguineos estavam dispersos (setas) entre as fibras colagenas.

infiltrada por vasos sanguineos e presenca de colageno neoformado
(Figura 2K). Com relacdo ao sistema elastico, verificou-se um tecido
com aspecto mais celular, com fibras entremeadas ao tecido colageno
assemelhando-se ao encontrado nos animais do grupo | (Figura 3E).
Com 14 dias, foi nitida a invasdo do tecido colageno no tecido de
granulacdo e, eventualmente, presenca de glandulas sebaceas e
foliculos pilosos. Nessa fase, ocorreu uma tendéncia a organizacdo da
regido subepidérmica (Figura 2I). Relativamente as fibras elasticas, sua
densidade foi maior do que aquela encontrada nas amostras de 4 dias,
sugestivo de intensa proliferacdo desse tecido nessa fase (Figura 3F).

A tipificacdo das fibras coldgenas através da luz polarizada
permitiu verificar que tanto no terco superficial quanto no terco
profundo da derme do Gl houve equilibrio entre a distribuigdo
das fibras colagenas dos tipos | (amarela, laranja ou vermelha) e Il
(verde) (Figuras 4A e B). No GIl com 4 e |4 dias, notou-se um
aumento consideravel das fibras colagenas do tipo |, principalmente
no terco superficial da derme (Figuras 4C e D). No GllI, ocorreu
um predominio das fibras do tipo | nas amostras de 4 dias e, muito
embora tenha sido detectada uma proliferagdo das fibras do tipo
Il no 14° dia, seu aspecto nao foi compativel com o verificado no
grupo controle (Figuras 4E e F).

--
--
--

Figura 3 — Histologia da derme dos animais analisados com 4 e 14 dias do grupo | (A,B,
respectivamente), grupo |1 (C, D, respectivamente) e grupo lll (E e F, respectivamente)
coradas pela técnica de Verhoeff. Nos animais do grupo |, as fibras eldsticas formam
uma rede no terco superficial da derme, encontrando-se dispersas entre o tecido
coldgeno do terco profundo da derme. No grupo Il, nota-se adensamento das fibras
elésticas no terco médio da derme. Nos animais tratados com membrana de latex
natural, ha proliferacdo do tecido eléstico em meio ao tecido conjuntivo, principalmente
no terco profundo da derme.
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Figura 4 — Imagens da derme dos animais analisados com 4 e |4 dias do grupo
| (A,B, respectivamente), Il (C,D, respectivamente) e Ill (E,F respectivamente)
coradas pelo Picro-sirius. Nos animais controle (Gl), nota-se um equilibrio entre
as fibras coldgenas dos tipos | e Ill, sendo (A) o terco superficial da derme e (B)
o terco profundo. Nas amostras do grupo Il, ha predominio das fibras colagenas
tipo |, principalmente no terco superficial da derme (C). Os animais tratados
com a biomembrana de latex natural (Glll) exibiram ligeiro predominio de fibras
colagenas do tipo |, tanto no terco superficial (E) quanto no terco profundo da
derme (F).

Analise Quantitativa

Os diferentes parametros determinados na presente pesquisa
estdo expressos na Tabela |. Desta forma, durante o periodo
experimental, todos os animais ganharam peso. Do mesmo
modo, observou-se que a massa final dos animais, nos trés
grupos, foi maior que a inicial. Observou-se, ainda, que com 4
dias, a variacao de peso entre os grupos foi visivelmente diferente,
enquanto no 14°dia notou-se uma tendéncia ao equilibrio de
peso entre 0s grupos.

Na andlise histomorfométrica, notou-se aumento da espessura
da derme no Glll com 4 dias de lesdo, quando comparada ao Gl no
mesmo periodo de avaliagdo. Os animais do Gll ndo apresentaram
diferengas estatisticas significativas em relagdo aos animais do Gl e
Glll. Da mesma maneira, no 14° dia, a espessura da derme foi maior
nos animais do GlIl quando comparado aos Gl e GlI.

Quanto a espessura total do tegumento, essa foi maior nos
animais do Glll com 4 dias, quando comparada ao Gl no mesmo
perfodo. Apesar da espessura total do tegumento no Gll ter
sido semelhante ao Glll, estatisticamente ndo houve diferencas
significativas. O mesmo foi observado na avaliacdo do 14° dia.

O tecido de granulagio somente foi evidenciado nos animais do
Gll'e Glll com 14 dias de lesdo térmica, sendo sua espessura maior
no GllIl quando comparado ao Gll.

Quanto a quantificacdo esterioldgica, os resultados mostraram
que a Vv das fibras elasticas foi maior nos animais do Gl em relacdo
ao grupo Il no 4° dia, ndo havendo diferencas significativas quando
comparada a densidade obtida com o grupo |.

Conforme observado na histomorfometria, igualmente verificou-
se aumento do W do tecido de granulagdo nos animais do Glll em
relacdo ao GlI no 14° dia de leséo.

Nao foram realizadas comparagdes estatisticas entre o VW do
colageno presente no tecido de granulagdo do Gll e Glll no 14° dia,

TABELA |
Dados quantitativos obtidos de amostras do tegumento dorsal de ratos submetidos a lesao térmica por escaldamento. Grupo | — controle, Grupo
Il - com lesao térmica, sem tratamento e Grupo Il - tratado com biomembrana de latex natural (Hevea brasiliensis).

Parametros 4 dias

14 dias

Grupo Il

Variacao entre peso final

Grupo lll Grupo | Grupo Il Grupo lll

.. . l6 = 1,41* 33 x058% 10,6 =1,14% 97,7 x416% 673 = 1,53* 79,6 =2,70%
e inicial do animal (g)
Espessura da derme (um) 851,31 = 885,36 = 136,20 = 103,31 = 112,29 + 443,54 =

187,42* 100,19 379,58 85,75% 155,71 |18,64

Espessura total do 1216,17 = 1676,63 = 1681,62 + 1463,40 =  1792,17 = 2180,70 =
tegumento (um) 102,89* 150,46 611,13 12,74% 341,15 175,13
Espessura do tecido de - - - - 423,83 + 514,74 =
granulacao (um) 43,80 51,10%
Vv das fibras elasticas (%) 30 =529 3;’323;: 27,80 = 2,86 27,67 £3,79 33 £4,58 32 + 1,58
Vv do tecido de granulacao (%) - - - 39,67 + 7,64 51,20 = 4,97*
Vv do colageno no tecido de _ ] i ] )| =387

granulacao (%)

* Diferenca estatistica significativa (p<0,05)
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uma vez que ndo foram encontradas neoformagdes coldgenas nos
animais do GlI.

DISCUSSAO

As lesbes térmicas, popularmente chamadas de queimaduras,
provocam um tipo de lesdo de origem fisica, através do calor,
resuttando em ablacio com desnudamento da epiderme e
exposicdo da derme, além de desnaturacido proteica com necrose
de coagulacdo do coldgeno dérmico. Estas lesdes determinam o
desencadeamento dos mecanismos de reacdo inflamatéria, sendo
0s primeiros sinais a congestdo, manifestada pelo eritema, e edema
dos tecidos lesados®.

Pesquisas realizadas com animais de experimentacdo mostram
que lesdes térmicas em diferentes regides corpdreas respondem
de maneira diferente, tanto do ponto de vista patoldgico quanto
fisiolégico?’. No presente estudo, padronizou-se a realizagdo de
uma lesdo térmica apenas na regido dorsal do animal, a fim de
realizar uma andlise comparativa das alteragdes que ocorrem,
tanto na superficie externa, submetidos ou ndo ao tratamento com
biomembrana de latex natural.

Por meio dos resultados, verificou-se que o protocolo utilizado
para LTE comprometeu toda a epiderme, a derme papilar e o terco
superior e médio da derme reticular. O tempo e a temperatura de
eleicdo (10 segundos; 85°C) promoveram alteracdes graves nessas
regides, caracterizando uma queimadura de segundo grau, com
reparacao tecidual do tipo crénico e extensdo do dano considerado
como “ferida com perda parcial"?.

Clinicamente, a aparéncia imediata do ferimento de queimadura
pode fornecer um indicativo da profundidade da lesdo. Assim,
uma érea pos-escaldamento rosada € indicativo de um ferimento
mais superficial; por outro lado, um ferimento cuja area mostra-
se esbranquicada, mas nado empalidecida, indica uma lesao
mais profunda®. No caso do modelo aqui utilizado, este Ultimo
aspecto foi observado quando, imediatamente apds a LTE, a drea
em questdo apresentou-se elevada e esbranquicada, circundada
por uma zona hiperémica, reforcando ainda mais a hipétese da
formacdo de um ferimento de segundo grau. Diversos eventos sao
notados imediatamente apds a LTE, tais como uma vasoconstricio
por 5 (cinco) a 10 minutos, retracdo e perda de conexdes das células
endoteliais, e aumento da permeabilidade vascular (permitindo a
passagem, para a ferida, de plasma, eritrécitos e leucdcitos)e.

No presente estudo, a area lesada dos animais do GllI que, do
segundo ao quarto dia, exibiu um aumento progressivo de flictenas
com eliminacdo de uma secrecdo levemente viscosa corrobora
com a afirmacdo de que elementos sanguineos extravasam para a
ferida. A medida que as camadas mais superficiais da epiderme sao
eliminadas, restauram-se as camadas mais profundas por divisio
celular?®3, Tais caracteristicas foram aqui verificadas por meio das
andlises por MEV, detectando-se uma descamacdo da camada mais
superficial da epiderme (cérnea), corroborando com as descricbes

dos autores mencionados anteriormente, os quais descrevem a
continua renovacio da epiderme, a medida que as células superficiais
esfacelam em flocos.

A juncdo entre a epiderme e a derme é irregular. As papilas
dérmicas que se encaixam em reentrancias da epiderme (cristas
epidérmicas) possuem fungdo de aumentar a coesdo entre ambas?.
Tais caracteristicas ndo foram verificadas nitidamente na pele do
rato. Além disso, a profundidade da LTE lesou gravemente o terco
superficial da derme nos animais do Gll, exibindo um tecido com
aparéncia necrética, como descrito na literatura??,

Histologicamente, a derme de roedores é constituida por
tecido conjuntivo denso formado por fibras coldgenas dos tipos |
e lll e pequena quantidade de fibras elasticas?*. Apresenta, ainda,
um estrato superficial (camada papilar) e outro profundo (camada
reticular), onde ndo se observa, nesses animais, uma divisio clara
entre ambas, por meio de métodos histoldgicos convencionais.
Nossos resultados mostraram uma reorganizacdo da derme muito
mais rapida e melhor nos animais tratados com a biomembrana
de latex natural, quando comparados aos animais do Gll. A
histomorfometria e estereologia levaram a uma avaliagdo positiva
acerca da maior espessura do tecido de granulagao no GllI (apds 14
dias), por apresentar maior densidade de vasos neoformados e um
equilibrio entre as fibras colagenas dos tipos | e lll, aspectos estes
semelhantes ao verificado nos animais controle, assim como aos
efeitos terapéuticos descritos com o uso dessa membrana®?.

Nos animais do Glll (apds 14 dias), o tecido de granulacdo
mostrou-se mais basdfilo, sendo facimente distinguido dos demais
tecidos da derme, inclusive por apresentar uma aparéncia mais celular,
conforme descrito no modelo suino com queimadura hipertréfica”.
Por volta do segundo ou terceiro dia pés-LTE, ocorre uma reparagao
do tecido conjuntivo, com a migracao e divisao das células endoteliais
e a formacdo do tecido de granulagdo constituido por colageno,
fibronectina e acido hialurénico, com densa infiltragdo de macréfagos,
células endoteliais capilares e, principalmente, fibroblastos. As primeiras
fibras de colageno produzidas pelos fibroblastos surgem apds quatro
a cinco dias e o espago da ferida é preenchido rapidamente por
pequenos feixes orientados ao acaso, que aumentam gradativamente,
dando origem a uma estrutura densa e consistente, que une
firmemente os tecidos lesados?”’, de modo que, no décimo dia pos-
leséo ja se apresenta metade do nimero total de células.

Dois ou trés dias apds o ferimento, continuando nas préximas
duas a trés semanas, diferencia-se no tecido de granulacdo
os miofibroblastos, os quais apresentam capacidade contratil,
reduzindo a area cruenta da lesdo facilitando a epitelizagao®.
Por meio da MEV, principalmente nos animais do GlII (apds |4
dias), observou-se uma neovascularizacdo acentuada, bem como
proliferagdo de tecido colageno, com predominio e aumento
da espessura da drea tratada, corroborando com os dados da
literatura acerca dos processos de reepitelizacgdo com relacdo a
utilizacdo da biomembrana de latex natural.
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Os resultados mostraram, ainda, que a LTE provocou uma
interrupcdo do crescimento dos foliculos pilosos, com atrofia
folicular e alopecia. Interessante é que, apesar da LTE ter alterado
o crescimento dos foliculos pilosos, os animais do GllI, tiveram
discreta retomada do crescimento folicular, o que pode ter sido
uma resposta ao tratamento realizado com a biomembrana de latex
natural, provocando maturagdo mais rapida do tecido conjuntivo e,
assim, estimulando o crescimento folicular.

Em estudo com a técnica de Picro-sirius sob luz polarizada,
sobre o efeito radioprotetor do selenito de sddio no processo
de reparagdo tecidual em ratos?, verificou-se, apds o 14° dia,
processos de remodelacdo dasestruturas de epiderme e derme
mostrando fibras de coldgeno em fase de reorganizagéo e aparente
neoformacao de vasos sanguineos, caracteristicas importantes para a
cicatrizagdo de feridas. Outro estudo com a mesma técnica avaliando
a morfologia e histoquimica da pele de ratas hipotiredideas castradas
e ndo castradas, mostrou, claramente, as alteracdes do coldgeno
em razdo da LTE. Houve diminuicdo, desarranjo e até mesmo
o desaparecimento de determinados tipos de coldgeno, o que
comprova a inibicao da sintese, maturacao e renovacdo do mesmo
devido as alteragdes hormonais provocadas pela queimadura®,

Os dados apresentados demonstraram que na regido da derme
papilar dos animais do Gl, as fibras coldgenas seguem paralelas a
superficie epitelial. Em todas as regides da derme reticular, foram
verificadas fibras coldgenas mais espessas (tipo |) orientadas em
todos os angulos e entrelacadas em um arranjo tridimensional. Na
derme dos animais do Gl, as fibras colagenas preencheram quase
toda a matriz extracelular de forma bastante homogénea, cedendo
espaco apenas para os foliculos pilosos e glandulas sebaceas. Nos
animais do Gll, estas fibras estavam estruturalmente alteradas,
compactadas e mais delgadas. Os aspectos referentes ao tecido
colageno, principalmente no GlIl (apésl4 dias), onde houve um
espessamento da derme papilar e reticular superficial, se deve a
neoformacdo colagena, corroborando com as descricbes relativas
ao processo dereparacao tecidual e amadurecimento do coldgeno,
o qual é responsdvel pelo espessamento das éreas lesadas no
perfodo de cicatrizagao?°.

Nos animais do Gll e Glll apés|4 dias, verificou-se aumento
do espessamento do tegumento, porém, este mostrou-se mais
acentuado nos animais tratados com a biomembrana de latex
natural. Especificamente neste grupo, observou-se aumento de
fibras colagenas do tipo Ill, sugerindo maturacdo do tecido de
granulagdo e intensa produgdo de coldgeno. Contrariamente,
nos animais do Gll, embora a pele tenha se espessado, na regido
correspondente ao tecido de granulagdo, as fibras colagenas
estavam praticamente ausentes. A érea superficial de coldgeno
coagulado presente nas lesdes é mais endurecida, de dificil fixacéo,
processamento e corte, inviabilizando, por vezes, alguns preparos
histolégicos®, fato este também observado durante a preparagdo
das amostras aqui estudadas.

Os resultados mostraram ainda uma homogeneizagdo do
colageno da derme reticular superficial e perda da sua afinidade
tintorial @ hematoxilina e eosina, bem como em outros corantes,
assim como reportado na literatura analisada®®. O colageno, por ser
o tipo mais abundante de proteina do organismo, representando
30% do seu peso seco, certamente sofre com lesdes fisicas
provocadas pelo calor. Desta forma, principalmente na derme
dos animais queimados, estas fibras apresentaram-se com aspecto
fundido e compactado, provavelmente devido a desnaturacdo
proteica que estas fibras sofreram devido a LTE, corroborando com
estudos anteriores”.

Os animais do Glll apresentaram padrio semelhante em
relagdo ao surgimento da birrefringéncia dos tecidos, indicando
que o tecido nesses animais atingiu maturacio e orientacdo
macromolecular precocemente em relagdo aos animais do Gll,
o que permite inferir um atraso na reparacdo tecidual deste
Ultimo grupo. Este fato foi anteriormente descrito em estudos
com radioprote¢ao®. Nos animais do Gll apds 4 dias da lesdo, as
fibras elasticas adensaram-se no terco médio da derme, a ponto
de ser possivel considerar a formagdo de uma verdadeira camada
constituida por essas fibras. Com o aumento da temperatura,
tanto as fibras coldgenas como as fibras elasticas se deterioram.
Todavia, o importante a ser ressaltado € que, com a utilizacao
da biomembrana de latex natural, ficou evidente a regeneragdo
do tecido colageno e do sistema de fibras elsticas, que se
mostraram mais celular no quarto dia e quase completamente
regenerado no décimo quarto dia, assemelhando-se ao final do
periodo analisado a estrutura da pele dos animais controle.
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