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RESUMO

Introducao: Muitos estudos com uso da heparina parenteral, entre
eles em queimados, demonstraram seus efeitos antiinflamatorios,
angiogénico, estimulante de epitelizacdo, modulador de cola-
geno, sem contar o anticoagulante. Nos queimados, aliviou a dor,
limitou a inflamacao, melhorando a evolucédo e o resultado da
pele pés-queimadura. Este trabalho visa avaliar estas proprieda-
des por meio de analise histopatologica seriada da pele tratada
com heparina apenas por via topica. Método: Foram avaliados 20
ratos submetidos a queimadura de 2° grau por escaldo com agua
aquecida a 99°C no dorso. Divididos em dois grupos: 1) 10 tratados
com heparina; e 2) 10 tratados com SF 0,9%. Foi utilizado um jato
topico diario de heparina sodica spray, que apresenta 0,14 ml ou
1.400 Ul. Os animais foram sacrificados a cada 2-3 dias e enviada
peca da &rea queimada para estudo histopatolégico. As laminas
foram avaliadas por um patologista que desconhecia a
qual grupo (1 ou 2) pertencia o corte. Resultados: O grupo 1
(com heparina) apresentou menor processo inflamatério agudo
(contagem de neutréfilos) e cronico (contagem de linfocitos),
angiogénese mais intensa e menor proliferacéo fibroblastica
(medida espessura a partir da transicdo derme-epiderme) em
relacéo ao grupo controle com SF 0,9%. Conclusdo: A heparina
sédica, em seu uso tépico isolado, melhorou o tratamento das
gueimaduras de acometimento parcial da pele, uma vez que
diminuiu o processo inflamatério e a proliferagcéo fibroblastica,
com melhor resultado final.

Descritores: Queimaduras. Heparina, administracdo & dosa-
gem. Ratos.

SUMMARY

Background: Burn studies and non-burn studies using paren-
teral heparin uncovered heparin effects which were anti-
inflammatory, neoangiogenic, epithelializing, collagen-regu-
lating, and, in addition to anticoagulating. Use of heparin in
burned patients, relieved pain, limited inflammation, resulted in a
better evolution and skin results. This present study intend to
evaluate these properties through seriated histopathologic
analisys of skin treated with topical heparin only. Method: 20 rats
with 2" degree burn scalded by water at 99°C in the back.
Divided into two groups: 1) treated with topical heparin; and 2)
treated with 0.9 saline solution. It was utilized diary one topical
throw of heparin spray, that have 0.14ml or 1,400 Ul. The rats were
sacrificed through 2-3 days, and the burned skin sent to
histopathologic study. The cross sections were eveluated by a
pathologist that did not know which one was from group 1 ou
group 2. Results: Heparin group revealed less acute (neutrophil
count) and chronical (lymphocyte count) inflamatory process,
more intense angiogenesis and less fibroblastic proliferation
(measured the thickness from the dermal-epidermal junction) in
comparison to the control group with 0.9 saline solution.
Conclusion: The use of topical heparin alone improved the
treatment of partial-thickness burns, resulted in less inflammatory
process (acute and chronic), more neoangiogenesis, and less
thick fibroblastic proliferation compared to similar burns treated
with saline.

Descriptors: Burns. Heparin, administragcdo & dosagem.
Rats.
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INTRODUCAO

A queimadura é sabidamente um grande problema publico
de saude; muito freqiiente e de carater oneroso ao sistema
de saude, uma vez que demanda internacfes prolongadas,
mdltiplos procedimentos cirlrgicos e curativos, requerendo
equipe multidisciplinar altamente especializada nos casos mais
complexos. A queimadura produz dano imediato e irreparavel a
algumas células; a lesdo se estende devido a eventos trombo-
ticos e inflamatdrios adjacentes. Porisso, a cura ocorre lentamen-
te e, com freqliéncia, deixa cicatrizes e contraturas. Inimeras sao
as pesquisas ja realizadas, tanto no ambito cirdrgico, como
clinico, para obter melhora da evolugéo e do tratamento, entre
elas, 0 uso da heparina sédica.

A heparina € um glicosaminoglicano encontrado nas
granulag6es secretoras dos mastécitos, sintetizado a partir do
acido D-glicurbnico e N-acetil-D-glicosamina, formando poli-
meros com 100 a 150 dissacarideos. Cerca de 15 destes se
agregam a um ndcleo protéico formando uma glicoproteina.
Nos mastocitos, esta é quebrada e produz fragmentos polissa-
caridicos com 20 dissacarideos; estes sdo estocados e liberados
junto com a histamina®.

A fisiopatologia da queimadura é traduzida, basicamente,
no aumento da permeabilidade e edema. Ocorre exposicdo do
colageno, com conseqiiente ativacao e liberagéo de histamina
pelos mastocitos, aumentando a permeabilidade vascular,
levando ao edema e a hipovolemia. Ocorre, ainda, a ativagao
da via calicreina (liberando prostaglandinas) e do tromboxane.
O Fator de Necrose Tumoral (TNF), por meio da induc&o de
inflamacao, aumenta a permeabilidade capilar e migragcéo de
leucocitos. Estes eventos séo inibidos pela heparina?®.

A literatura revela inameros trabalhos de acompanhamento
clinico de pacientes queimados tratados com heparina sédica
topica, apresentando melhores resultados*®. Outros estudos
demonstraram com critérios histologicos os efeitos da heparina
no modelo de ratos, porém com o uso parenteral’. O objetivo
deste trabalho é observar e descrever as diferengas histopa-
tologicas de evolugéo do tratamento da queimadura de segun-
do grau, com o uso isolado de heparina tépica, em comparagéo
com o método tradicional (solucao fisiolégica 0,9%).

METODO

A proposta dos autores foi o uso de agua aquecida (em
ebulicao), por ser um agente etiolégico importante nas estatis-
ticas de queimadura por escaldo, além de apresentar-se como
um material de baixo custo e de facil manuseio™. O método de
gueimadura foi o derrame do liquido sobre o animal, simulando
um acidente real por escaldo, como ocorre com humanos.

O farmaco em estudo utilizado foi a heparina sédica, em sua
apresentacao em spray para uso tépico, veiculada em solugéo
composta por alcool benzlico, cloreto de sodio, polioxietile-
noglicol 35, acido cloridrico, hidroxido de sodio e agua destilada;

a concentragao de 10.000 Ul por mililitro (10.000 Ul/ml), com um
jato equivale a 0,14 ml, ou seja, 1.400 Ul.

Para a preparacdo do liquido de escaldo foram utilizados
agua destilada, um erlenmayer, uma manta térmica elétrica e
um termoémetro de laboratério. A 4gua foi aquecida a aproxima-
damente 99°C, temperatura esta onde iniciou processo de
ebulicao no sitio do experimento. Para ndo haver perda substan-
cial de temperatura que interferisse na metodologia, optou-se
por derramar o liquido sobre a cobaia a partir do erlenmayer que
se apresentava em aguecimento na manta térmica, ou seja, sem
haver transferéncia de recipientes. Utilizado cerca de 20ml de
agua destilada a 99°C em cada animal.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias Médicas e Biolégicas da
Pontificia Universidade Catélica de S&o Paulo, para isso foi
elaborado um protocolo rigoroso de manuseio dos animais,
seguindo as normas preestabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA) e o “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals”. O animal utilizado foi o rato Wistar
(Rattus norvegicus albinus) adulto, por ser o mais freqliente-
mente utilizado, em virtude da facilidade de obtencé&o, baixo
custo de manutencao e alta resisténcia ainfecgdo. Cada animal
foi submetido a anestesia e bloqueio neuromuscular prévio a
depilacéo e a execugdo da queimadura.

Os farmacos utilizados foram o cloridrato de ketamina (anes-
tésico geral), na dose de 100 mg/kg, e o cloridrato de xylazina
(relaxante muscular), na dose de 6 mg/kg. A via de administragéo
foi intramuscular. Em alguns animais, teve que ser administrada
empiricamente uma dose um pouco maior, conforme a indivi-
dualidade no efeito e na metabolizagéo das drogas.

Com os ratos anestesiados, procedia-se a depilagdo de uma
janela de aproximadamente 3 cm x 3 cm, no dorso. Esta foi
realizada por meio de tracdo direta dos pélos, sem uso de
qualquer material de tricotomia para ndo provocar lesdo nas
camadas mais externas da epiderme. Cada animal foi, entao,
submetido a escaldo de 20ml de agua fervente (99°C), na regiao
previamente depilada (dorso). Apds a queimadura, cada animal
foi alojado em gaiola individual, com agua e ragao a vontade,
e mantido em ambiente adequadamente iluminado, fresco e
ventilado em biotério.

Os ratos, no total de 20 (vinte), foram divididos em dois
grupos: 10 (dez) formaram o grupo de animais tratados com
heparina sodica tépica (grupo 1) e os outros 10 (dez) perfizeram
0 grupo tratado com soro fisiolégico 0,9% (grupo 2), constituindo
este 0 grupo controle. O inicio do tratamento foi 30 (trinta)
minutos apés a queimadura. Os animais do grupo 1 foram
tratados com um jato topico diério de heparina sédica e os do
grupo 2 com soro fisiologico 0,9%, também uma vez ao dia. Os
ratos foram sacrificados em série aos pares (um de cada grupo),
conforme tempo de evolucdo, e a pele da area queimada
retirada e encaminhada para analise histopatologica. Conside-
rando como o dia da queimadura o dia 0 (zero), os ratos foram
sacrificados nos dias 2, 4, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27. O método de
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sacrificio dos ratos foi por meio de injecdo intramuscular de
ketamina em dose letal.

A andlise histopatologica das pecas foi feita por um médico
patologista que desconhecia de qual grupo provinha o corte, se
do grupo 1 ou do grupo 2, tendo acesso apenas a informacgéo
do tempo de evolugéo da queimadura. Os critérios de avaliagéo
foram: extensdo da area de necrose (em milimetros), infiltrado
inflamatdrio agudo, infiltrado inflamatorio cronico, neoforma-
¢do vascular, proliferagéo fibroblastica e profundidade da cica-
triz. Como a apresentagdo histolégica da queimadura ndo é
regular, cada lamina foi avaliada pela média de cinco pontos
distintos, para se obter o veredicto final de cada uma das
mesmas.

RESULTADOS

Foi evidenciado, em todas as laminas, que as queimaduras
foram de segundo grau, com variagcao de profundidade da
necrose entre 0,20mm a 0,35mm a partir da superficie. Os
resultados da pesquisa estdo descritos, individualizados, na
Tabela 1.

O infiltrado inflamatorio agudo do Grupo 2 mostrou-se, no
6° dia, tomando toda a area de necrose; enquanto no Grupo
1 apresentou-se em posicdo mais basal, como ilustram as
Figuras 1 e 2.

O processo de angiogénese foi maior no Grupo 1 (Figuras 3 e 4).
A reacdao inflamatéria cronica foi menor no Grupo 1 em relacao
ao controle (Figuras 5 e 6).

O Grupol (heparina) apresentou menor proliferacdo
fibroblastica (medida em espessura no corte histologico) em
relagdo ao Grupo 2 (SF 0,9%), com um p=0,0065 (<0,05), como
mostra a Figura 7. A proliferacé&o fibroblastica no ultimo dia do
trabalho (dia 27) pode ser vista nas Figuras 8 e 9.

Foi identificada uma cicatriz macroscopica no Ultimo rato
tratado com soro fisiolégico, 0 que ndo ocorreu no Ultimo rato
do grupo da heparina (Figuras 10 e 11).

DISCUSSAO

As vantagens e o0s beneficios do uso da heparina sodica
tépica em queimados ja foram bem descritos por iniumeros
trabalhos de evolugéo clinica em humanos*®t. Deve-se salientar,
porém, que a literatura mundial é deficiente em pesquisas,
apresentando apenas o uso tépico da heparina; sendo sempre
associada a via parenteral. Este estudo mostrou, pela avaliagcéo
histopatoldgica, as diferencas entre um grupo de ratos queima-
dos tratado com heparina topica e outro tratado com soro
fisiolégico 0,9%. O grupo da heparina mostrou menor processo
inflamatério agudo e cronico, processo de neoformacéo
vascular mais rico, e menor proliferacé@o fibroblastica com

Tabela 1 — Resultados do experimento.

Dias/grupo Necrose IL1LA. N. V. I.1.C. P. F.

D2 Heparina presente ++ (4+) ausente ausente ausente
D2 SF 0,9% presente ++ (4+) ausente ausente ausente
D4 Heparina presente +++ (4+) ausente ausente ausente
D4 SF 0,9% presente +++ (4+) ausente ausente ausente
D6 Heparina presente +++ (4+) ausente ausente ausente
D6 SF 0,9% presente +++ (4+) ausente ausente ausente
D9 Heparina ausente + (4+) ++ (4+) + (4+) 0,10mm
D9 SF 0,9% ausente + (4+) + (4+) ++ (4+) 0,12mm
D12 Heparina ausente ausente ++ (4+) + (4+) 0,15mm
D12 SF 0,9% ausente ausente ++ (4+) ++ (4+) 0,20mm
D15 Heparina ausente ausente ausente ++ (4+) 0,18mm
D15 SF 0,9% ausente ausente ausente +++ (4+) 0,25mm
D18 Heparina ausente ausente ausente ausente 0,20mm
D18 SF 0,9% ausente ausente ausente ++ (4+) 0,30mm
D21 Heparina ausente ausente ausente ausente 0,26mm
D21 SF 0,9% ausente ausente ausente + (4+) 0,38mm
D24 Heparina ausente ausente ausente ausente 0,30mm
D24 SF 0,9% ausente ausente ausente ausente 0,45mm
D27 Heparina ausente ausente ausente ausente 0,36mm
D27 SF 0,9% ausente ausente ausente ausente 0,52mm

D2 a D27: dias de evolugéo D2 (segundo dia) a D27 (vigésimo sétimo dia); Heparina: animal do Grupo 1 - tratado com heparina sédica topica; SF 0,9%:
animal do Grupo 2 -tratado com soro fisiol6égico 0,9%; Necrose: presenga ou ndo de tecido necroético na queimadura (100x); I. I. A.: infiltrad o inflamataério
agudo, avaliado por neutréfilos por campo (400x); N. V.: neoformagéao vascular, avaliado por neoformagdes por campo (100x); I. I. C.: infiltrado
inflamatadrio cronico, avaliado por linfécitos por campo (400x); P. F.: proliferagao fibroblastica, medida a partir da transicao derme-epiderme (100x).
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Figura 1 - 6° dia com SF 0,9% (aumento de 100x). Neutrofilos
ocupando toda &rea de necrose.

Figura 3 - 9° dia com SF 0,9% (aumento de 400x). H& cerca de
2 a 3 novos vasos (angiogénese) por campo.

Figura 2 - 6° dia com heparina (aumento de 100x). Neutrdfilos
iniciando a ocupacéo da area de necrose.

Figura 4 - 9° dia com heparina (aumento de 400x). Ha cerca
de 5 a 7 novos vasos (angiogénese) por campo.

Figura 5 - 21° dia com SF 0,9% - linfécito na seta (aumento de
400x). Ha cerca de 20 a 30 linfécitos por campo.

- W " - - 1]

Figura 6 - 21° dia com heparina (aumento de 400x). N&o ha
linfocitos neste corte.
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Figura 7 - Proliferacé&o Fibroblastica.
Média de espessura nos
dias de evolucao.
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Figura 9 - 27° dia com heparina (aumento de 100x). A linha
tracejada mostra a espessura de proliferagéo fibrobléstica
(média neste corte = 0,36mm).

Figura 11 - 27° dia com heparina (vista macroscopica).
N&o havia cicatriz.

Figura 8 - 27° dia com SF 0,9% (aumento de 100x). A linha
tracejada mostra a espessura de proliferagao fibroblastica
(média neste corte = 0,52mm).

Figura 10 - 27° dia com SF 0,9% (vista macroscopica).
Apos a tricotomia, foi evidenciada
uma cicatriz.

significancia estatistica, ou seja, resultados favoraveis com o uso
de heparina por 27 dias. A realizacao de outras pesquisas com
cortes seriados mais préximos e acompanhamento por um
tempo maior talvez possa contribuir com novos achados.
Como mostra a literatura, ndo é possivel realizar uma
gueimadura perfeitamente uniforme em todos os animais do
estudo®®. A interpretacdo dos resultados obtidos neste traba-
lho deve ser feita considerando-se o desenho e o método de
realizacao do mesmo; e estes sdo compativeis com as consi-
deracdes sobre os efeitos da heparina em queimados ja
descritos. Quanto a modulagéo do colageno encontrada no
uso da heparina, esta é uma consideragao especial, ja que foi
medida indiretamente apenas através da proliferacao
fibroblastica (espessura)®. A melhora da reparacao tecidual
(auséncia de cicatriz no rato com heparina) possivelmente
ocorreu em virtude da melhor oxigenacao local, devido a
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atividade trombolitica local, maior neoformacgéo vascular e
menor edema (processo inflamatdrio mais discreto, inibicao
da liberacao de histamina e TNF)?3. Todos estes achados sdo
compativeis com o que ja h& descrito em estudos prévios
sobre o uso da heparina em queimados.

CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou, pela avaliacdo histopatologica,
que o uso da heparina sodica topica isolada melhorou o
tratamento de queimaduras de espessura parcial da pele,
apresentando menor processo inflamatorio (agudo e cronico),
angiogénese mais intensa, menor proliferacao fibroblastica, com
profundidade menor da cicatriz final, com reparagéo tecidual
melhor em relag@o ao grupo controle.
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