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TOGNINI, J.R.F.; GOLDENBERG, S; SIMOES, M.J.; SAUER, L.; MELO, R.L.;

ORTIZ, P.L.A. — Efeito do diclofenaco de sédio na cicatrizacdo da parede | More
abdominal de ratos. Acta Cir. Bras., 13(3):00-00, 1998.

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do diclofenaco de sédio na cicatrizacdo da parede
abdominal de ratos. Foram utilizados 40 (quarenta) ratos machos Wistar, submetidos a laparotomia com técnica
padronizada, distribuidos em dois grupos, um grupo controle e outro onde se administrou o diclofenaco de sédio -
3 mg/kg/dia, via intramuscular durante 4 (quatro) dias consecutivos. Ao sétimo e ao décimo quarto dias de pos
operatdrio, respectivamente, fora realizada a eutandsia, retirando-se a camada musculo-facial abdominal
envolvendo a cicatriz operatdria para a realizacdo do estudo histologico. Os segmentos foram corados por
Hematoxilina-Eosina e Picrosirius Red F3BA, sendo feita observagdo qualitativa do processo cicatricial e
quantitativa do colageno. Os resultados encontrados foram analisados estatisticamente. Concluiu-se que a
cicatriz da parede abdominal de rato tratado com o diclofenaco de sddio apresenta menor quantidade de fibras
colagenas no 7° e 14° dias de pds-operatdrio, quando comparado a animal do grupo controle.

DESCRITORES: Cicatrizagdo. Colageno. Diclofenaco de sédio. Ratos.

INTRODUCAO

Os anti-inflamatérios ndo hormonais (AINH) sdo drogas usadas rotineiramente em clinica, freqientemente
empregados no periodo pds operatdrio imediato para analgesia, e tem em comum a diminui¢cdo da producdo de
prostaglandinas. Porém, os AINH levam a varios outros efeitos, como por exemplo nos macrofagos, condroécitos e
linfécitos™.

Estudo experimental utilizando 18 ratos observou que os AINH agem de forma importante na migragdo e/ ou
proliferagdo dos fibroblastos, porém sem interferirem na producao de fibras colégenasll.

Porém, ao se estudar a cicatrizagdo de anatomoses intestinais, observou-se altera¢cdes no colageno. Estudo
utilizando 222 ratos concluiu que o diclofenaco de sédio (DS), € um exemplo de AINH que leva a alteragbes

importantes na cicatrizagio de anastomoses intestinais, devido a diminuicdo na sintese de colageno®®. Outro
trabalho que estudou o efeito do DS em anastomoses colbnicas de 226 ratos, concluiu que o mesmo leva a
cicatrizes menos resistentes devido ao retardo da sintese de colageno™®.

Devido a possibilidade desses medicamentos levarem a retardos nos processos cicatriciais, inclusive nos da
parede abdominal, onde ndo se encontrou trabalhos na literatura, decidiu-se estudar os efeitos destas drogas no
processo de reparacao tecidual da parede abdominal, num modelo experimental com metodizagéo padronizada.
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OBJETIVO

Avaliar o efeito do Diclofenaco de SAdio no processo de cicatrizagdo da parede abdominal de ratos.

METODO
AMOSTRA

Foram utilizados 40 ratos machos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem Wistar ADOLFO LUTZ-UFMS, oriundos
do biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, com peso variando de 267 a 300 gramas.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos:

Grupo Controle (C): constituido por 20 ratos submetidos a laparotomia que receberam solucao fisiolégica (SF)
por via intra muscular, em dose Unica diaria, durante quatro dias consecutivos a partir do dia da operacao. Este
grupo foi subdividido em dois subgrupos - GC-7 e GC-14, conforme o dia da eutanasia respectivamente com 7 e
14 dias de pos-operatorio.

Grupo Diclofenaco (D): constituido por 20 ratos submetidos a laparotomia e tratados com diclofenaco de sodio,
na dose de 3 mg/kg de peso corporal por dia, administrados por via intra muscular, em dose Unica diaria,

durante quatro dias consecutivos'®. Também foram subdivididos em GD-7 e GD-14, conforme o dia da eutanasia.
PROCEDIMENTOS

As operacdes e eutanasias foram realizadas no laboratério de cirurgia experimental do Departamento Clinica
Cirurgica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Os ratos foram mantidos com &agua e racgdo apropriada, a vontade, em gaiolas de 0,15 metros quadrados, 5
animais em cada gaiola até o momento da operagado, quando foram identificados e pesados e posteriormente
anestesiados com Tiopental na dose de 50 miligramas por quilo de peso via intraperitoneal.

O ato operatério seguiu metodizacdo padronizada para os animais de ambos os grupos. Foi realizada incisao
abdominal longitudinal mediana de 5 cm (centimetros), a partir do processus xiphoideus, e a pellis rebatida
expondo linea alba.

A fascia foi demarcada com corante (azul de metileno), na extensdo de 3 cm, 1 cm a partir do processus
xiphoideus, nos locais que seriam passados os pontos para a sintese, a 0,5 cm da linea alba e a 1 cm de distancia
entre eles, num total de 3 pontos.

Realizou-se a incisdo longitudinal de 3 cm na linea alba, com a extremidade cranial a 1 cm do processus
xiphoideus, interessando todos os planos, inclusive realizando celiotomia.

Ap6s aberta a cavidade abdominal realizou-se fechamento em plano Gnico musculofascial, com pontos separados
em "figura de oito vertical"® com fio de poliamida monofilamentar 4-0.

No tempo operatoério final, a pellis foi suturada de maneira continua com fio das mesmas caracteristicas.

Apds, os animais foram colocados nas suas respectivas gaiolas da mesma forma do periodo pré operatoério.
Receberam SF ou DS intra-muscular durante quatro dias consecutivos conforme grupo pertencente.

Nos momentos estabelecidos para a eutanasia, os animais foram pesados e anestesiados da mesma maneira do
dia da operagéo.

Posteriormente cada rato foi imobilizado na mesa cirdrgica, efetuando-se a retirada da sutura cutanea e abertura
da cicatriz expondo o plano musculo-fascial e a linha de sutura anteriormente realizada, e imediatamente retirada
em bloco toda a parede abdominal anterior para ser preparada para exame, onde se preparou segmentos de 2x1
cm para exame histolégico.

Os segmentos descritos foram fixados em formol a 10% (dez por cento) por 48 horas e ap6s este periodo foram
retiradas as suturas, inclusos em parafina e realizados cortes transversais de 5 micrébmetros e posterior coloragcao

por Hematoxilina Eosina e Picrosirius Red F3BAS.

Foi realizado estudo microscopico do processo de reparagao tecidual e a avaliagdo quantitativa morfométrica de
colageno existente na linha de sutura, utilizando ocular micrométrica K8x, com reticulo de 25 pontos, adaptada a
microscopio de luz, com os resultados refletindo uma relagdo num total de 1000 pontos. Os valores foram
submetidos a anélise estatistica.

Para andlise dos resultados foram utilizados testes paramétricos, levando-se em conta a natureza das variaveis
estudadas e a variabilidade das medidas efetuadas.

Foram aplicados os seguintes testes:
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Analise de variancia com dois fatores para comparar os valores encontrados de fibras colagenas nas cicatrizes da
parede abdominal de ratos de ambos os grupos. Esta andlise foi complementada pelo teste de minimas
diferencas significativas.

Nos testes fixou-se em 0,01 ou 1% (alfa=0,01) o nivel para a rejeicao da hipotese de nulidade, assinalando-se
com asterisco os valores significantes.

RESULTADOS

TABELA 1 - Ratos dos grupos C e D segundo a quantidade de colageno avaliada nas linhas de sutura, por 1000
pontos em ocular micrométrica com reticulo de 25 pontos.

GRUPO CONTROLE GRUPO
DICLOFENACO
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias
280 630 180 260
310 585 135 230
420 605 125 310
435 660 100 290
460 520 155 325
330 500 165 315
380 620 150 210
365 590 130 220
350 600 150 290
390 590 110 250
Média 372 580 140 250

Analise de variancia, com dois fatores, (p < 10~ 2%)*.

Fonte de Variacao| g.l. |Soma de Quadrados|Quadrado Médio| Fcaiculado p-valor
Diclofenaco 1 761760 761760 386,7 10 720+
Dias 1 302760 302760 153,7| 10 18
Interacéo 1 19360, 19360 9,8 0.003%*
Erro 36 70910 1970

Total 39 1154790

Teste de Minimas Diferencas Significativas.

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-86501998000300006... 22/08/2011



Acta Cirurgica Brasileira - EFEITO DO DICLOFENACO DE SODIO NA CICATRI... Page 4 of 7

As diferencgas, entre cada um dos quatro grupos, com relagdo a quantidade de colageno, foram significativas (p <
0.001), ordenadas da menor para a maior quantidade:

G. Diclofenaco 7 dias < G. Diclofenaco 14 dias < G. Controle 7 dias < G. Controle 14 dias

Para melhor ilustragéo, foi feito um gréafico (figura 1) mostrando a evolugdo da quantidade de fibras colagenas
em relagdo ao tempo, evidenciando a diferenga existente entre os grupos.

Evolucin da guantidade de fibras colagenas
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Fig. 1 - Ratos dos grupos C e D quanto a evolugcédo da quantidade de colageno, em relagdo ao tempo.

Em relacdo ao estudo histolégico, foi realizado também uma descricdo dos fendmenos cicatriciais existentes em
cada grupo distinto, observando os seguintes achados:

Grupo Controle - 7 dias: No local da linha de sutura notou-se tecido de granulagdo constituido por fibras
colagenas, fibroblastos e grande concentracdo de vasos sanguineos. Observou-se também a presenca de fibras
musculares de pequeno diametro com nucleos centrais e areas vacuoladas.

Grupo Diclofenaco - 7 dias:

Notou-se no lugar da linha de sutura tecido de granulacdo menos desenvolvido que no grupo controle, com
menor concentracdo de fibras colagenas, porém com mais fibroblastos e vasos sanguineos, em fase aguda de
resposta inflamatéria.

Grupo Controle - 14 dias: Observou-se que o local da linha de sutura estava preenchido por tecido conjuntivo
denso rico em fibras colagenas, com menores sinais de reagdo inflamatéria aguda, denotando ja inicio do
processo de retragao cicatricial com reconstituicdo de fibras musculares.

Grupo Diclofenaco - 14 dias:

Notou-se também na linha de sutura menor concentragdo de fibras colagenas do que no grupo controle, com
maiores sinais de processo agudo, onde verificava-se grande concentracdo de vasos sanglineos, indicando
retardo no processo cicatricial.

DISCUSSAO

Os AINH s#o drogas largamente utilizadas em clinica. E estimado que um em cada sete americanos faz uso de
um AINH. Em 1986, de 70 milhdes de prescri¢des realizadas nos Estados Unidos, 4 % (quatro por cento) do total

eram AINH*.

Nessas drogas os mecanismos de agdo ndo sdo completamente conhecidos. Sabe-se que a sua principal acao é a
inibicdo da sintese das prostaglandinas, fato este importante, mas nao Unico no intrigado fenbmeno da

inflamacao™®.

O DS é um AINH derivado do acido fenil-acético, possuidor de meia vida curta com menos de seis horas. Como
todo AINH age principalmente inibindo a via ciclo oxigenase a qual produz as prostaglandinas, prostaciclinas e

tromboxana®?.

Em trabalho experimental que estudou o AINH na cicatrizacdo de anastomoses intestinas em ratos com especial
atencdo as mudancas dos niveis de coladgeno na regido operatéria, utilizando piroxican, ibuprofeno, acido acetil
salicilico e a indometacina, concluiu-se que os AINH podem limitar a degradacdo pds-operatéria de colageno em

anastomoses colénicas, mas ao mesmo tempo podem aumentar a susceptibilidade dos ratos a infecgao cirargicag.

Estudo analisando a ag¢ao do diclofenaco de sddio no célon de ratos, constatou que o AINH induz um processo
inflamatério no processo cicatricial do intestino levando a alteragdes importantes nas propriedades biomecanicas
na parede intestinal, resultando cicatrizes com menor resisténcia e com menores quantidade de fibras

colagenas™®.
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Neste experimento, usou-se o DS para verificar sua possibilidade de provocar retardo no processo cicatricial de
laparotomias, importante na pratica clinica diaria, pois o conhecimento de condi¢gbes que possam aumentar as
taxas de complica¢des pode colaborar para a reducao de taxas de morbidade.

A cicatrizagdo constitui fendbmeno quimico, fisico e biolégico que ocorre apds lesdo de qualquer natureza ,
possuidora de varias fases que se superpfem e se relacionam reciprocamente, constituindo um processo

harménico, Gnico e continuo®

Das fases da cicatrizacdo destaca-se a de fibroplasia notada 48 horas apd6s a execucdo da lesdo, caracterizada
pela invasdo de fibroblastos que se multiplicam, proliferam e passam a secretar as proteinas caracteristicas do

tecido em reparag&o®.

O fibroblasto produz a substancia fundamental amorfa-mucopolissacarideos envolvidos com a produgdo e
orientacgédo das fibras colagenas bem como o tamanho dessas fibras e a sintese propriamente de colégeno7.

A excecéo dos ferimentos que atingem apenas superficialmente a epiderme, todos os demais ser&o repostos pela
formacéo de tecido conjuntivo fibroso, que é constituido na sua totalidade por fibras colégenasl.

As primeiras fibras coladgenas surgem em quatro a cinco dias. No inicio da fase proliferativa , a sintese e a lise de
colageno se ddo simultaneamente. Qualquer intensificacdo da lise ou atraso ou diminuicdo da sintese podem

causar a deiscéncia de uma ferida ou anastomose®.

O colageno é o responsavel pela forca e integridade de todos os tecidos, sendo que a forga e a integridade do

tecido de reparacao reside no tipo e na quantidade de fibras colégenass. Desta maneira, o meio escolhido para
avaliar a reparagdo tecidual da parede abdominal de ratos tratados com DS, foi a de mensurar as fibras
colagenas existentes na linha de sutura.

Os procedimentos de técnica operatdria e exame histoldgico foram baseados na metodizagdo ja4 adotada por
esses pesquisadores para estudos da cicatrizagdo da parede abdominal de ratos’®.

Este experimento mostrou que a diferenca entre os grupos se deu no sétimo e décimo quarto dias, onde a
concentragdo de fibras colagenas foi maior no grupo onde nao foi usado antiniflamatério, sugerindo que esse
medicamento causaria um retardo nos processos de reparacado tecidual na parede abdominal dos animais.

Os estudos da cicatrizagdo da parede abdominal, usualmente visam identificar técnicas, materiais e condi¢des
que diminuam as complicagfes como deiscéncias e eventragoes.

Diversos modelos sdo utilizados e a continuidade desses experimentos sao relevantes, sempre em direcao das
melhores maneiras onde se evitam complica¢gées no fechamento da parede abdominal, como também os estudos
das possiveis interferéncias que medicamentos possam ter nos processos de reparacao tecidual..

CONCLUSAO

A cicatriz da parede abdominal de rato tratado com diclofenaco sédico apresenta menor quantidade de fibras
colagenas no 7° e 14° dias de poOs-operatorio, do que a cicatriz da parede abdominal de rato que néo foi utilizada
a droga.
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SUMMARY: The aim of the experiment was to do a valuation of the effect of the sodium diclofenac on the
collagenous sinthesis in abdominal wall healing. It was used 40 male Wistar rats to do longitudinal laparotomies
with a standardized technique, divided into 2 groups: One without the drug (control group) and another group
wich were administrated sodium diclofenac (3mg/kg) every day for 4 days. In the 7" and 14" postoperative day,
10 animals of each group were submitted to euthanasia and the front abdominal wall involving the scar was
removed to be prepared to hystological analysis. The segments were prepared with Hematoxilyn-Eosin and
Picrosirius Red F3BA, in order to do either a general view of healing process or a quantitative valuation of
collagenous. The resultant data were submitted to statistical analysis. It was conclued that the abdominal wall
scar in rats treated with sodium diclofenac had less collagenous fibres in the 7" and 14™ postoperative days than
rats from the control group.
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