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RESUMO

Introducao: Queimaduras cutdneas sao lesdes geralmente causadas pela energia térmica da transferéncia de calor, que determina um processo cicatricial
desordenado. Para entender o processo e para avaliar possibilidades terapéuticas, sdo necessarios modelos animais, assim como a padronizagdo da elaboragao
da queimadura experimental. Objetivo: Detalhar uma técnica que promove queimaduras padronizadas de espessura total da pele em ratos Wistar. Método:
Realizaram-se queimaduras padronizadas em 22 ratos Wistar divididos aleatoriamente em Gl e Gll. Acoplou-se a extremidade de um ferro de solda uma peca
ceramica de 484mm? de superficie, que em contato com a pele durante 30 segundos, aquecida a 100° Celsius com uma pressao de 54 gramas, exercida pela
propria massa do ferro da solda, determinou as queimaduras. No quarto dia, avaliou-se a coloracdo, umidade e elasticidade para caracterizar macroscopi-
camente as queimaduras e mensurou-se a area das queimaduras dos grupos, nos quais aplicou-se o teste t de Student para comparar os resultados. Resul-
tados: Evidenciaram-se, em todos os animais, queimaduras com coloragdo branca cerosa, seca e inelastica. Constatou-se uma area média das queimaduras
403,5=71,48mm?no Gl e 403,7£71,19mm?no Gll (p=0,995). Conclusao: O contato da peca cerdmica de 484mm? com pressio de massa de 54 gramas a
100° Celsius durante 30 segundos determinou queimaduras de espessura total de pele com area média semelhante entre os grupos, ao quarto dia de evolugao,
permitindo comparagdes seguras entre Gl e Gll ao longo do tempo cicatricial.

DESCRITORES: Queimaduras. Modelos Animais. Métodos. Ratos Wistar.

ABSTRACT

Introduction: Skin burns are lesions usually caused by energy of heat transfer that determine a disordered cicatricial process, to understand it and to evaluate
therapeutic possibilities are needed animal models, as well as the standardization of experimental burn. Objective: To describe a technique that promotes
standardized burns of total skin thickness for experimental study in Wistar rats. Methods: Standardized burns were performed on 22 Wistar rats randomly
divided into Gl and GlI. A ceramic piece of 484 mm? was attached to the end of a soldering iron, which in contact with the skin for 30 seconds at 100° Celsius
at a pressure of 54 grams. On the fourth day, the staining, moisture and elasticity were evaluated to characterize the burns and the burn area of the groups
was measured, in which Students t-test. Results: Burns characterized by waxy, dry and inelastic white color were observed in all the animals. It was found an
average area of burns to 403.5=71.48mm? in Gl and 403.7=71.19mm? in Gl (p=0.995). Conclusion: The contact of the ceramic piece of 484mm? with
mass pressure of 54 grams at 100° Celsius for 30 seconds, determined total skin thickness burns with similar mean area groups, on the fourth day, allowing the
safe comparison between the groups over the cicatricial time.

KEYWORDS: Burns. Models, Animal. Methods. Rats, Wistar.

RESUMEN

Introduccion: Las quemaduras cutaneas son lesiones en general causadas por la transferencia de calor que determinan una cicatrizacion desordenado, para
entenderlo y evaluar posibilidades terapéuticas, se necesitan modelos animales, asi como la estandarizacion de la quemadura experimental. Objetivo: De-
scribir una técnica que promueve quemaduras estandarizadas del grosor total de la piel para el estudio experimental en ratas Wistar. Métodos: Se realizaron
quemaduras en veintidds ratas Wistar divididas aleatoriamente en Gl'y GlI. Se coloc una pieza ceramica de 484mm? en un soldador en contacto con la piel
durante 30 segundos a 100° Celsius a una presion de 54 gramos determind la quemaduras. En el cuarto dia, la tincidn, la humedad y la elasticidad se evaluaron
para caracterizar las quemaduras y se midio el area de las quemadura y se aplic la prueba t de Student. Resultados: Se observaron quemaduras caracterizadas
por un color blanco ceroso, seco e inelastico en todos los animales. Se encontrd un drea media de quemaduras 403.5+71.48mm? en Gl y 403.7+71.19 mm?
en Gl (p=0.995). Conclusién: El contacto de la pieza de cerdmica de 484 mm? con una presidn de masa de 54 gramos a 100° Celsius durante 30 segundos,
determiné quemaduras de espesor total de la piel con area media similares entre los grupos en el cuarto dia, lo que permite la comparacion segura entre Gl
y el Gl alo largo del tiempo cicatricial.

PALABRAS CLAVE: Quemaduras. Métodos. Experimentacion Animal. Ratas Wistar.
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INTRODUCAO

As queimaduras sao lesdes traumadticas geradas por um insulto
isolado de calor, frio, eletricidade, radiacio ou produtos quimicos,
que atingem a pele ou qualquer outro érgdo com destruicao celular
e tecidual. As queimaduras térmicas sao causadas por vapor, chamas,
liquidos ou objetos quentes e dependem da duracdo, assim como
da temperatura do contato com a pele acometendo geralmente a
derme e epiderme'. As queimaduras causam injdrias na superficie
da pele, as quais determinam o inicio de uma sequéncia de eventos
moleculares por mediagdes bioquimicas, que intentam restaura-la
recuperando a homeostasia tecidual e organica?, porém se diferen-
ciam de outras lesdes pela intensa sobreposicao das fases cicatriciais.

Como ndo hd sangramento, a fase inflamatéria se inicia por
extravasamento de fluidos, vasodilatacdo e pela chegada dos neu-
tréfilos e mondcitos, que por meio de quimiocinas sustentam o
recrutamento de macréfagos. Nesta fase, além da protecao contra
infecdes, ocorre a degradagao dos tecidos necrdticos e se ativam si-
nalizagdes reparatérias’. Além disso, o processo cicatricial se diferen-
cia pelo extenso dano tecidual, com necrose dos tecidos subjacentes
e comprometimento do suprimento sanguineo por destruicdo celu-
lar e da rede vascular, o que diferencia de outras lesdes em que os
tecidos permanecem com suprimentos e vitalizados sem prejuizo na
ordenagao da cascata de eventos*®.

A estimativa mundial de | | milhdes de pessoas acometidas por
ano*, com cerca de 265.000 mortes, em que as lesdes sdo os deter-
minantes letais, estabelece relevancia aos estudos que almejam me-
Ihorias na terapéutica de recuperagdo das areas das lesdes térmicas®.
No dmbito mundial, os gastos em satde alcangam anualmente 25
bilhdes de ddlares, desconsiderando os gastos sociais com a perda
da capacidade produtiva temporaria ou definitiva’.

A incidéncia de queimaduras em paises subdesenvolvidos € de
I,3 por 100.000 habitantes, enquanto que nos paises desenvolvidos
a incidéncia cai para 0,14 por 100.000 habitantes. As queimadu-
ras correspondem a quarta causa mais frequente dos traumas, com
maior incidéncia em paises pobres com infraestrutura precéria e
onde ha dificuldade para se implementar medidas preventivas.

A permanéncia hospitalar tem uma relacdo de um dia para cada
1% da superficie corpdrea comprometida pelas queimaduras, em
vitimas de até 70%?®. A pele saudavel mantém a homeostase do
organismo pelo equilibrio dos fluidos, pela regulacdo térmica, pela
protecdo contra infeccdes e agressdes mecanicas, assim como per-
mite a flexibilidade e firmeza em locais especfficos’, porém, durante
a vida, dificlmente uma pessoa ndo seja vitima de uma queimadu-
ra, que pode comprometer esta habilidade tecidual. Certamente,
a sensacdo desagraddvel deste instante e seus conseguintes, jamais
serd esquecida. Lancinante, a dor imediata sinaliza o desencadear
de processos exacerbados, que prejudicam a ldgica bioquimica da
reparacdo tecidual'®.

As queimaduras causam problemas estéticos, sociais e econd-
mico, mas devido as restricdes éticas ha poucas possiblidades de
promover pesquisa em humanos. Desta forma, tornam-se necessa-

rios estudos experimentais para compreender os detalhes das quei-
maduras''. Os modelos animais sdo utilizados em pesquisas para
promover o entendimento fisiolégicos das queimaduras, porém as
aplicagdes translacionais, ou seja, a transferéncia dos resultados de
pesquisas em animais para os seres humanos estao atreladas as ca-
racteristicas diferenciadas existentes em cada raca.

Todavia, os modelos animais sao necessarios para desvendar os
mecanismos patoldgicos das queimaduras em relacdo aos aspectos
moleculares e celulares, assim como para verificar efeitos de novas te-
rapéuticas, caso contrario o entendimento da fisiopatologia se limitaria
as caracterfsticas da evolugdo clinica'2. As queimaduras experimentais
podem ser executadas pelo contato da pele do animal com materiais
aquecidos ou solugdes escaldantes, sempre sob anestesia geral'.

A padronizacdo das queimaduras depende da temperatura de
contato ao longo do tempo e da forca do peso da superficie aqueci-
da que permanece em contato com a superficie cutanea. O controle
sistemético destes parametros é fundamental para obter queimadu-
ras com padrdes semelhantes, assim como o desafio em manter e
controlar a temperatura da superficie aquecida durante o periodo de
tempo em contato com a pele'".

O objetivo geral deste estudo foi detalhar uma técnica que pro-
move queimaduras padronizadas de espessura total da pele em ra-
tos Wistar.

Os objetivos especificos foram realizar uma queimadura con-
trolada pelo contato de uma cerdmica aquecida com a superficie da
pele do rato Wistar, comparar a média da superficie das queimadu-
ras do grupo controle e do grupo experimento ao quarto dia e ve-
rificar se as caracteristicas das lesdes correspondiam a queimaduras
de espessura total da pele.

METODO

O estudo experimental foi realizado no Instituto de Pesquisas
Médica da Faculdade Evangélica do Parand em conjunto com o NU-
cleo de Tecnologia Celular da Pontificia Universidade Catdlica do
Parand de 2015 até 2017. Este trabalho foi aprovado pela Comis-
sdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade Evangélica do Parana,
sob o nimero 3250/2015, que € regida pela Lei Federal 11794, de
08/10/2008.

Foram utilizados 22 ratos machos Wistar (Rattus Novergicus al-
binus) com 90 dias de idade com peso oscilando entre 250 e 280g,
que foram separados em dois grupos de | | animais, nos quais pro-
vocou-se uma queimadura de espessura total da pele. As lesdes,
tanto do Grupo | (Gl) quanto do Grupo Il (GlI), foram realizadas
COM O MesmMo mecanismo, ou seja, pelo aquecimento de uma placa
de ceramica a 100° Celsius, acoplada na extremidade distal do ferro
de soldar de uma estacio analégica de solda.

Para efetuar as queimaduras, deixou-se a ceramica em contato
com a pele do animal pressionado apenas pelo peso do ferro de
soldar em posicao perpendicular por 30 segundos, tempo suficiente
para determinar uma queimadura de espessura total da pele nos
limites da superficie da placa'*.
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Os ratos receberam dgua e racdo padrao ad libitum e foram
mantidos com a temperatura ambiente controlada entre |8 e 22°
Celsius nas condi¢des proprias de umidade do ambiente com con-
trole ciclico de luz e escuriddo a cada |12 horas. Foram utilizadas seis
gaiolas de polipropileno com 35x40x40 centimetros de dimensao.
Tanto o Gl como o Gll, com I'| animais cada, foram etiquetados
para identificacio e mantidos sob as mesmas condicdes.

Cada gaiola das seis utilizadas, locaram grupos de quatro animais.
Todos os animais do Gl e do Gll permaneceram em jejum, prévio ao
procedimento, por seis horas da ragdo padrao e duas horas de dgua,
e foram submetidos a anestesia geral com aplicagao intramuscular de
cetamina na dose de 50mg/Kg e xilazina na dose de 5mg/Kg.

Os procedimentos somente foram iniciados apds a confirmacao
da imobilidade ao estimulo algico, desta forma a suposicdo da in-
consciéncia e da analgesia adequada, e esta anestesia profunda per-
maneceu até o término da cirurgia. Todos os ratos foram colocados
em decibito lateral direito, sobre uma mesa cirdrgica recoberta por
um campo esterilizado. Nao foi utilizado nenhum método de fixacao
dos animais, os mesmos permaneceram imobilizados pelo proprio
efeito dos anestésicos.

Realizou-se a tricotomia da regido abdominal lateral esquerda,
desde a borda inferior dos arcos costais até a regiao anterior da coxa
esquerda, com ldmina de aco inoxidavel. Em seguida, utilizou-se uma
cédula quadrada de cerdmica com 220mm de extensdo em cada lado
e uma caneta com tinta preta. Colocou-se a cédula na regido lateral ab-
dominal esquerda a uma distancia de 80mm da borda inferior do Ultimo
arco costal com um dos lados paralelo a linha mediana do abdome.

Realizou-se a marcacdo com a tinta da caneta percorrendo toda
a extensdo dos lados cerdmica, que determinou um quadrado com
area de 484mm?. Utilizou-se para a confeccdo das lesdes térmicas
uma estagao de solda com controle analdgico da temperatura entre
200 e 480° Celsius. Adaptou-se na extremidade metdlica de ferro
uma cédula de ceramica quadrada com 484mm? de drea, idéntica a
utilizada nas demarcagdes cutaneas.

Estipulou-se a temperatura da base da cerdmica em 100° Cel-
sius, que foi a superficie que ficou diretamente em contato com a
pele. Para alcancar a temperatura desejada na cédula de ceramica,
manteve-se a estacdo de solda com temperatura constante em 250°
Celsius. Controlou-se a temperatura da superficie da cédula de ce-
ramica, com um termémetro digital infravermelho com mira laser.
No momento em que a temperatura havia alcancado 100° Celsius,
posicionava-se o dispositivo verticalmente sobre a pele demarcada,
apenas com a pressao de sua prépria massa equivalente a 54g, por
um perfodo de 30 segundos, para estabelecer a queimadura de es-
pessura total da pele com uma area de 484mm? (Figura 1).

Os animais do Gl e do Gll foram acompanhados na recuperacao
do procedimento anestésico-cirlirgico por seis horas, a deambula-
cdo e a ingestdo de alimentos foram os critérios considerados na
recuperacdo. Administrou-se no subcutdneo, para analgesia pds-
operatdria, o opioide do cloridrato de tramadol na dose de 5mg/Kg.

Apds a recuperacdo anestésica, os ratos retornaram para suas
gaiolas e continuaram a receber dgua e racdo ad libitum e foram

mantidos com a temperatura ambiente controlada entre |8 e 22°
Celsius nas condi¢des préprias de umidade do ambiente com con-
trole ciclico de luz e escuridao a cada |2 horas.

Ao quarto dia apds a realizagdo das queimaduras, repetiu-se
para os animais do Gl e do Gll todos os procedimentos descritos
no primeiro procedimento anestésico, para a obtencao de anestesia
profunda e segura para a realizagdo dos procedimentos cirlrgicos.
Novamente, os animais foram colocados em decibito lateral direito,
sobre uma mesa cirdrgica recoberta por um campo esterilizado sem
nenhum método de fixacio.

Realizou-se a mensuragdo da 4rea queimada de cada animal, pela
constatagao em milimetros da maior distancia existente entre os lados
opostos, os quais foram multiplicados obtendo-se a drea. Estas medi-
das foram obtidas utilizando-se um paquimetro digital com régua ana-
|&gica pela conferéncia da coincidéncia exata entre a escala milimétrica
e o dado digital demonstrado no visor do aparelho (Figura 2).

Figura 1 - Realizagdo da queimadura.
Fonte: Autor (2016). Nota: Posicionamento do ferro de solda com
a de ceramica durante a queimadura (A).

Figura 2 - Mensuracdo da érea cicatricial.

Fonte: O autor (2016). Nota: Paquimetro Digital Plastico 150mm
PPV 1506® (A). Tecido cicatricial no quarto dia de evolucdo das
queimaduras (B).
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Para averiguar a distribuicdo de normalidade das varidveis quanti-
tativas, foi aplicado o teste de D'Agostino. Para os dados paramétri-
cos em condicdo de normalidade da drea da queimadura, utilizou-se
o teste t de student para comparar as médias entre os grupos GC
vs. GE. Os valores estdo expressos em média = desvio padrao. As
andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism
versdo 5.03 para Windows. Considerou-se significancia resultados
com p<0,05 nas avaliacdes realizadas.

Verificou-se o aspecto das lesdes em busca dos critérios que
caracterizam uma queimadura de espessura total de pele, ou seja, a
coloracio branca cerosa até o preto, seca, ineldstica, sem branque-
amento a pressao' (Figura 3).

Figura 3 - Caracteristicas das queimaduras.
Fonte: O autor (2016). Nota: Gl (A) e GIl (B). Aspecto das quei-
maduras ao quarto dia de evolucéo.

RESULTADOS

Todos os animais sobreviveram até o quarto dia de evolugdo das
queimaduras e ndo apresentaram sinais de infeccao nas lesées. Para
avaliar a superficie das areas queimadas, obteve-se a area do tecido
cicatricial das queimaduras ao quarto dia, pela mensuragao em centi-
metros da maior distdncia existente entre os lados opostos, os quais
foram multiplicados obtendo-se a area (Quadro ).

No quarto dia ap&s a realizacdo das queimaduras, a area média
de superficie das lesdes dos animais do Gl ndo demonstrou dife-
renca estatistica em relacdo ao Gl (403,5+71,48 vs. 403,7=71,19
mm?, p=0,995) (Gréfico I).

Todos os animais do Gl e Gll apresentaram os critérios que ca-
racterizam uma queimadura de espessura total de pele, ou seja, a
coloragdo branca cerosa até o preto, seca, inelastica, sem branque-
amento a pressao.

DISCUSSAO

Em todas as espécies, a pele possui como propriedade fun-
damental, o isolamento do organismo contra as hostilidades do
ambiente externo, porém cada espécie possui caracteristicas his-
toldgicas diferenciadas, que devem ser consideradas para compa-
ragdes da precisdo translacional com a pele humana'?. Uma das
preocupacdes que assolam os profissionais envolvidos na resolu-

QUADRO 1 - Areas Cicatriciais do G1 e do G11 no dia 4

Gl  Areas Gll  Areas

Wistar | Dia4 | Wistar | Dia 4
| 382 43 | 278 14
I [58139] 1 [391.23
I 48651 Il | 55872
I\"A 461,05 \'4 387,79
\" 373,37 V 408,00
\Y| 348 45 Vi 463,84
VI 283,63 Vil 490 57
VIl 310,86 VIl 442 85
X [46128] |X |37848
X 488,63 X 487 68
X | 441,08 X | 306,71

Fonte: O autor (2017). Areas em milimetros (mm?).

Dia 4
600+
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P
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Grafico 1 - Area cicatricial da queimadura em ratos no dia quatro.
Fonte: O autor (2017). Nota: O Gl ndo apresentou reducao significa-
tiva na extensao da queimadura no quarto dia, quando comparado
ao Gll (p=0,995).

cdo dos processos cicatriciais € a incerteza dos resultados, tanto
estéticos quanto funcionais.

A incompreensao dos segredos que envolvem os processos ci-
catriciais limita as atuacdes que poderiam auxiliar a prosperar a fisio-
logia da cura em sua plenitude. Infelizmente, ndo é possivel entender
0 processo cicatricial, pela simples observagao de sua evolugdo, sem
se aprofundar no estudo molecular e microscopico, ou seja, em se-
res humanos ndo ha viabilidade para se realizar este modelo de es-
tudo. Para compreender estes mecanismos, diversas pesquisas estao
em andamento, utilizando-se de diversos métodos e técnicas''.
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Ratos sdo frequentemente utilizados em estudos pré-clinicos
para verificacdo da eficicia terapéutica de tratamentos propostos.
As vantagens preponderantes para sua escolha sao: processo cicatri-
cial acelerado, padronizagéo racial, pequeno porte, custo reduzido
e disponibilidade. Os modelos animais sdo necessarios para des-
vendar mecanismos patoldgicos das queimaduras em relacdo aos
aspectos moleculares, celulares e para a observacio dos efeitos de
novas terapéuticas'?, como nesta pesquisa que na continuidade ava-
liou a influéncia das células tronco adultas no processo cicatricial de
queimaduras, mas que necessita caracteristicas semelhantes entre os
grupos na fase inicial das queimaduras.

A pele do rato n&o ¢ igual a pele humana. O rato possui como
vantagem a elasticidade da pele, que é pouco aderida as estruturas
subjacentes, e possuir o paniculus carnosus, uma camada muscular
fina no subcutaneo, capaz de contrair-se aproximando os bordos das
lesdes e diminuindo a 4rea cicatricial 2. Para diminuir estas vantagens
da cicatrizacdo do rato em relacdo a humana, verificou-se que em
superficies queimadas maiores que 400mm? ha uma perda deste
mecanismo de contracdo'® e que a inibicdo da funcdo do panniculus
carnosus em queimaduras profundas possibilita uma evolucado mais
semelhante a da pele humana'®.

Desta forma, optou-se nesta pesquisa pela realizacdo de quei-
maduras com area de 484mm? que acometeram toda a espessura
da pele. As queimaduras podem ser executadas pelo contato da pele
do animal com materiais aquecidos ou solucdes escaldantes, sem-
pre sob anestesia geral com agentes venosos ou inalatérios'®, como
efetuou-se neste estudo em que as queimaduras foram realizadas
com uma placa de cerdmica aquecida sob anestesia geral venosa
com cetamina associada a xilazina.

A necessidade de uma anestesia profunda e segura, que man-
tenha os reflexos protetores das vias aéreas e a estabilidade hemo-
dindmica, determinou a escolha da cetamina, um forte analgésico
que produz intensa anestesia dissociativa preservando os reflexos
protetores das vias aéreas, associada a xilazina, que mantém a imo-
bilidade do animal. A dose preconizada para a cetamina variade 15 a
| 00mg/Kg, enquanto que a dose da xilazina varia de 3 a 10 mg/Kg'®.
Nesta pesquisa estipulou-se doses intermedidrias, assim os animais
foram anestesiados com 50mg/Kg de cetamina e 5mg/Kg de xilazi-
naintramuscular, que é uma dose semelhante a utilizada em ratos
Sprague-Dawley antes da realizacdo da queimadura'”.

A padronizacdo das queimaduras reduz os vieses de variabilida-
de das amostras e as caracteristicas desejadas das queimaduras sdo
alcancadas pela observagdo do tempo, da temperatura e a pressao
de contato do objeto que determina a lesdo. A utilizagdgo de uma
placa de aluminio de 20mm com 330 gramas de pressao por 10 se-
gundo a 60° Celsius, 65° Celsius e 70° Celsius reproduzem queima-
duras de epiderme, espessura parcial superficial e espessura parcial
profunda, respectivamente!®,

A utilizagdo de um aparelho de solda com a ponta substituida por
uma placa de aluminio com didmetro de 23mm, temperatura 80°
Celsius e tempo de exposicao de |0 segundos determina queima-
duras de terceiro grau até a regido superficial do panniculus carnosus

sob a pressdo de contato exercida por |Kg de massa'®. As queima-
duras provocadas em ratos podem ser realizadas pelo contato do
aco, aluminio, latdo, ferro de solda com forca de peso variavel entre
85g a 100g aquecidas em temperaturas entre 60 e 200° Celsius por
dez segundos'.

Embasados por estes autores e como neste trabalho a intencao
era provocar queimaduras de espessura total, estendeu-se o tempo
para 30 segundos com a temperatura em 100° Celsius mantendo
a forca de peso constante do aparelho de soldagem com a placa
de ceramica dependurados em uma barra fixa, o que proporcio-
nou queimaduras padronizadas nos dois grupos. A mensuracdo da
superficie das queimaduras pode ser utilizada comparar o tamanho
e comparar as diferencas ou semelhancas entre os grupos?, assim
como nesse trabalho em que se utilizou a mensuracao da area.

CONCLUSAO

O método utilizado para produzir queimaduras em ratos Wistar
pelo contato da pele com uma peca cerdmica de 484 mm? utili-
zando uma pressao de massa de 54 gramas a 100° Celsius durante
30 segundos determinou queimaduras padronizadas de espessura
total de pele, verificadas pelos critérios macroscdpicos, em todos
0s animais de ambos os grupos. A constatacao de que a média de
superficie de érea foi semelhante entre os grupos com significancia
estatistica, ao quarto dia de evolugéo, possibilita a comparagao segu-
ra entre grupos ao longo do tempo cicatricial das fases proliferativas
e de remodelacio.
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