ARTIGOS ORIGINAIS

EFEITOS DA ADMINISTRACAO DO
DICLOFENACO SODICO A RATOS
SUBMETIDOS A SUTURAS COLICAS

CALACHE NETO JE, AUN F, YOUNES RN - Efeitos da admi-
nistracdo do diclofenaco sédico a ratos submetidos a suturas
cblicas. Rev bras Colo-Proct, 1992; 12(2): 37-46.

RESUMO: A agio do diclofenaco sédico sobre o processo de
cicatrizacdo de suturas coélicas em ratos foi observada em
modelo experimental que consistiu na secgio e sutura do
colon ascendente desses animais. Foram estudados 90 ratos,
sendo que 60 ratos {(grupo I) foram submetidos a procedi-
mento operatério e a administracido diaria de diclofenaco
sédico (10 mg/kg) ou soro fisiologico e sacrificados em dife-
rentes intervalos de tempo (trés, cinco, e sete dias). Foram
observados outros 30 ratos (grupo II) nio submetidos ao ato
operatério, e que receberam a droga (10 mg/kg), soro fisio-
légico ou nao tratados (subgrupo padrio). Por fim, foram
comparados os resultados obtidos com a administracio da
droga entre animais operados e nao operados e sacrificados
no sétimo dia de pés-operatério (grupo IIT). Nos ratos ope-
rados foram observados os aspectos cirirgicos. Todos os
animais (operados e nio operados) foram submetidos a
observacdo dos aspectos ponderais, das médias dos niveis
plasmaticos de proteinas totais e fracoes e das médias dos
niveis de hidroxiprolina na linha de sutura ou na area equi-
valente. Concluiu-se que o diclofenaco sodico pode interferir
no processo de cicatrizacio, uma vez que: a) houve maior
ocorréncia de deiscéncias da incisdo abdominal (53,3%) e de
alteracdes da sutura célica (43,3%) entre os animais trata-
dos com diclofenaco so6dico; b) entre os animais tratados com
diclofenaco sodico (operados e nio operados) houve 12,5%
de 6bitos, enquanto nenhum animal tratado com o soro fi-
siolégico evoluiu para ébito; ¢) ndo houve ganho ponderal
entre os animais tratados com diclofenaco sédico (operados
e nio operados); d) entre os animais que receberam a droga,
houve diminuicdo dos niveis plasmaticos de proteinas totais
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e fracdes e nos niveis de hidroxiprolina na linha de sutura
dos ratos operados.
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gia; suturas, efeitos adversos; diclofenaco
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As suturas célicas sempre foram motivo de preocupa-
¢40 para os cirurgides, uma vez que a maioria das compli-
cagdes e um percentual significativo de mortes de pacien-
tes submetidos a cirurgia dos célons decorrem de deiscén-
cias das anastomoses {(1,2).

Embora seja dificil determinar 0 momento exato em
que pode ocorrer a deiscéncia de uma anastomose, Everett
(1974) (3) sugeriu que ela deva ocorrer nos primeiros dias
do processo de cicatrizagio, mais especificamente duran-
te a fase da resposta inflamatoria.

Dentre os fatores que sdo fundamentais para assegurar
uma anastomose bem-sucedida, interessa-nos salientar
aqueles que interferem na resposta inflamatéria na linha
de cicatrizacdo, alterando a proliferacdo fibroblastica e,
conseqiientemente, a sintese de coldgeno. Devemos res-
saltar aqui a importincia desse elemento no processo de
cicatrizagdo, por ser o componente responsavel pela for¢a
ténsil da sutura (4, 5).

Varios estudos mostram que a inibigdo da sintese de
prostaglandinas pode ser responsavel por alteragdes pre-
judiciais na relagdo sintese/degradagdo de colageno (6, 7,
8).

Os antiinflamatérios niao hormonais (AINH) podem
interferir sobre 0 mecanismo cicatricial, ao inibir a sintese
de prostaglandinas, geralmente ao nivel da enzima ciclo-
xigenase (8, 9), e assim diminuir a quantidade de coladgeno
em feridas e, conseqlientemente, reduzir sua resisténcia a
tragdo (7, 10, 11).

Entre os AINH, o diclofenaco sédico (DS) tem sido
freqiientemente empregado em rotina clinica, tanto por via
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oral como por via intramuscular, seja no periodo pds-ope-
ratério imediato ou apds diversos tipos de traumatismo
(12).

Alguns estudos ja mostraram grande preocupagfo com
os efeitos do diclofenaco sédico sobre o processo de cica-
trizagdo de feridas cinirgicas (10, 11). .

Uma vez que essa droga tem um potencial de efeitos
indesejaveis de vital importincia para o sucesso da cirur-
gia, e ndo tendo encontrado quaisquer estudos sobre a agdo
do DS sobre suturas célicas, por este estudo propomo-nos
uma investigag@o de seu efeito sobre a cicatrizagdo dessas
suturas.

Para tanto, desenvolvemos um modelo experimental,
que consistiu na secgdo e sutura do célon em ratos, segui-
das, no pds-operatorio, da administragio de DS. Observa-
mos, entdo, a influéncia da droga sobre o metabolismo de
coldgeno na linha de sutura, através da verificagdo do
conteddo local de hidroxiprolina. Nesses animais, foram
estudados ainda outros aspectos diretamente relacionados
com a cicatrizagfo das feridas, assim como dados labora-
toriais referentes as proteinas totais e fragdes.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 90 ratos Wistar machos, pesando
entre 180 e 270 gramas, os quais foram divididos em dois
grupos. Todos os animais do grupo 1 (60 ratos) foram
submetidos a procedimento cirtirgico padrio, descrito a
seguir, sendo divididos em trés subgrupos de 20 ratos cada,
para sacrificio nos terceiro (subgrupo I-3), quinto (sub-
grupo I-5) e sétimo (subgrupo I-7) dias do pés-operatério.
Apés a cirurgia, os ratos foram sorteados de modo que a
metade deles recebesse soro fisiolégico (SF) (0,3 ml/dia,
por via intramuscular), ¢ a outra metade recebesse DS (10
mg/kg/dia por via intramuscular) em igual volume até a
véspera do sacrificio.

Nenhum animal do grupo II (30 ratos) foi submetido a
cirurgia. Esse grupo foi subdividido em trés subgrupos de
10 ratos cada: subgrupo “padrdo” (P), subgrupo “soro fi-
siol6gico” (SF) e subgrupo “diclofenaco sédico” (DS). Os
animais do subgrupo P foram submetidos apenas aos pro-
cedimentos da coleta de amostras e a seguir sacrificados;
os do subgrupo SF receberam SF (0,3 ml/dia, por via in-
tramuscular), € os do subgrupo DS receberam DS (10 mg/
kg/dia, por via intramuscular) durante sete dias anteriores
ao sacrificio.

Também foram estudados comparativamente 40 ani-
mais, que foram sacrificados ap6s sete dias da administra-
¢do da droga (grupo III). Esse grupo foi composto de 20
animais pertencentes ao grupo I, ou seja, submetidos ao
procedimento cirdrgico (OP), e de 20 animais ndo opera-
dos (NOP) pertencentes ao grupo II.

Procedimento ciriirgico - Os animais do grupo I foram
submetidos 2 seguinte seqiiéncia de procedimentos: a)
anestesia geral inalatdria com éter etilico; b) assepsia da
pele com solugdo de povidine; ¢) laparotomia mediana; d)
hemissec¢o transversal da parede contra-mesenterial do
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colon ascendente a 1,5 cm do ceco; €) sutura da secgdo do
cOlon ascendente com pontos separados de fio de nylon
monofilamentar 6-0, em plano total evertido (6 a 7 pontos)
em sentido transversal; f) fechamento da parede abdomi-
nal em dois planos: periténio, aponeurose € misculos, num
plano unico de sutura continua, € pele, com pontos sepa-
rados (4 a 5 pontos), ambos com fio de nylon monofila-
mentar 4-0.

Imediatamente apds o término do ato cinirgico foi fei-
to sorteio para determinar a qual subgrupo pertenceria o
animal. Deste modo, os animais dos subgrupos I-3, I-5, I-
7, receberam soro fisiolégico ou diclofenaco sédico, que
foram ministrados na musculatura da face posterior inter-
na da coxa direita (nos dias impares) ou esquerda (nos dias
pares), diariamente, até a véspera do sacrificio.

Durante o periodo de administragdo das drogas, os
animais foram mantidos em gaiolas com o méximo de
cinco ratos em cada uma, e alojados em biotério padrio
com temperatura de 24°C, ragio prdpria para a espécie ¢
dgua i vontade. Diariamente eles eram pesados, receben-
do, em seguida, o medicamento sorteado no dia da cirur-
gia, em dose proporcional ao peso medido.

Procedimento do sacrificio - Todos os animais foram
submetidos ao mesmo procedimento de sacrificio: a) res-
sec¢do da parede abdominal anterior, de forma a se manter
margens laterais de 2 cm ao longo de toda a extensio da
incisdo abdominal, prolongando-se a ressec¢do até a pare-
de anterior do térax, com abertura do diafragma, pleura ¢
pericardio; b) puncio cardiaca com seringa heparinizada
para coleta de sangue, que era aspirado até o 6bito do ani-
mal; ¢) ressec¢do numa extensdo de 4 cm do célon ascen-
dente, sendo 1 ¢cm proximal ¢ 3 cm distais a sutura.

No ato do sacrificio, foram observados e registrados 0s
aspectos da incisdo da parede abdominal (normal ou deis-
cente), a intensidade de aderéncias na cavidade peritoneal
(leve ou intensa), a presenga de fibrina e secregdes intra-
abdominais, além do aspecto da sutura célica (abscesso
pericélico e/ou deiscéncia) dos animais do grupo 1. Os que
morreram durante o periodo de estudo foram autopsiados
€ repostos.

O sacrificio dos animais do grupo II seguiu 0 mesmo
padrio, & excegio dos aspectos relacionados a sutura c6li-
ca, que inexistia neste grupo. .

Processamento das amostras do tecido célico - ApGs
limpeza do contetido fecal de sua luz, o célon ascendente
foi liberado de suas aderéncias, aberto longitudinalmente
pela face mesenterial, e, a seguir, fixado aberto em um
anteparo de cortiga.

Depois de retirados os fios com minima manipulagio,
a sutura foi separada num fragmento de aproximadamente
4 mm de largura. Nos animais nfio operados foi separado
um fragmento de tecido célico sem sutura de igual pro-
porgdo e também a 1,5 cm do ceco.

A seguir, o fragmento foi recolhido e acondicionado
em papel laminado, identificado com o c6digo correspon-
dente ao do rato sacrificado e mantido a -25°C. Em segui-
da, foi encaminhado para estudo do coligeno através da
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dosagem da 4-hidroxiprolina, seguindo-se a técnica de
Bergman & Loxley (1963). Os resultados foram expressos
em microgramas de 4-hidroxiprolina por um miligrama de
tecido liofilizado.

Processamento das amostras de sangue - O sangue
colhido pela pungao cardiaca foi dividido em duas aliquo-
tas. Aquela destinada as determinagdes bioquimicas foi
centrifugada a temperatura ambiente em 2.500 rotagdes
por minuto, durante 15 minutos, procedendo-se, a seguir,
a separagdo do soro, que foi encaminhado para quantifi-
cagdo das proteinas totais (método BIURETO) e fragtes
(método VBCO). ;

Andlise estatistica - Para a avaliagdo dos dados quan-
titativos, as tabelas individuais 2 x 2 foi aplicado o teste
exato de Fisher. Cada conjunto de tabelas 2 x 2 foi anali-
sado, usando-se o teste de Mantel-Haenszel, com a apli-
cagdo de X? = 3,84 como valor critico para a decisdo de
significancia.

Para a comparagido de médias das combinagdes tempo/
droga usou-se a técnica de andlise de varidncia para um e
dois critérios de classificagio e testes de pares de médias
segundo o método de Tukey HSD (honest significant
difference). Para a tomada de decisdo de significancia,
utilizou-se o nivel de 3,81 como valor critico para a andli-
se de um critério (para o grupo II), assim como o nivel 4,16
para a andlise de dois critérios (para o grupo I).

Para a comparagdo de médias das combinagdes cirur-
gia/droga usou-se a técnica de andlise de varidncia para
dois critérios de classificag@o ¢ testes de pares de médias
segundo o método de Tukey HSD, aplicando-se o nivel de
3,84 como valor critico para a decisdo de significincia
(para o grupo III).

Para a determinagio da significlncia estatistica, optou-
se por um nivel de 5% de probabilidade.

Os dados foram armazenados em programa Lotus 1-2-
3, e em seguida empregou-se o programa estatistico SPSS.

RESULTADOS

Resultados do conjunto de 60 ratos submetidos ao pro-
cedimento cirurgico (grupo I)

Hidroxiprolina

Pela andlise de varidncia para as médias dos niveis de
hidroxiprolina na linha de sutura observou-se diferenga
significativa, quando analisados os animais que receberam
SF comparados com os que receberam diclofenaco sddico.
Nio houve, contudo, diferenga significativa na andlise dos
animais, quando comparados nos diferentes dias de sacri-
ficio. Houve interagdo significativa entre os efeitos prin-
cipais, quais sejam: tratamento (SF ou DS) e dia de sacri-
ficio (3, 5 e 7). Empregando-se o teste de Tukey, obser-
vou-se que, com excegdo do grupo de animais sacrificados
no ierceiro dia de pds-operatdrio, a média dos niveis de
hidroxiprolina foi menor na linha de sutura nos animais
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que receberam DS com relagio aos que receberam SF. Essa
diferenga, porém, nio foi significativa (Tabela 1).

Tabela 1 - Niveis de hidroxiprolina nalinha de sutura, segundo subgrupoe
droga (média e erro padrao da média) (grupo [).

Subgrupo Droga Hidroxiprolina (mg/mg)
1-3 Soro fisiolégico 7,55+0,92
Diclofenaco sédico 8,61+0,83
1-5 Soro fisiolégico 8,76 £ 0,38
Diclofenaco sédico 6,550,777
1.7 Soro fisiolégico 10,22 £0,76
Diclofenaco sédico 7,21+£0,95

Teste de Tukey (andlise de dois critérios)

Valor critico =4,16

Valores calculados: 1-3 (SF xDS) = 1,33 (ns), I -5(SFxDS8)=2,79 (ns);1-7
(SFxDS) =3,81(ns)

Aspectos cirirgicos

Aspecto da incisdo abdominal: no grupo que recebeu
DS, a incidéncia de deiscéncias das incisdes abdominais
foi significativamente maior. Essa influéncia foi mais
acentuada com periodos de exposi¢io mais prolongados
(cinco e sete dias) (Tabela 2).

Tabela 2 - Nimero de ratos segundo aspecto da incisao abdominal,
subgrupo e droga (grupo I).

Suhgrupos
Aspecto I3 I-5 17
da
incisao Droga Droga Droga
SF DS SF DS SF DS
Normal 10 8 9 2 9 4
Deiscente 0 2 1 8 1 6

Teste de Mantel-Haenszel
Valor critico: X* MH = 3,84
Valor calculado. X* MH = 16,47 (s)

Alteracbées na cavidade abdominal: essas alteragdes
foram significativamente mais freqiientes nos animais que
receberam DS, tendo sido observadas desde o terceiro dia
apds a operacio (Tabela 3).

Aderéncias na cavidade abdominal: o DS elevou sig-
nificativamente 0 nimero de ratos com aderéncias inten-
sas, evidenciadas também a partir do terceiro dia de pods-
operatério (Tabela 4).

Alteragbes na swura colica: nao houve diferenga
significativa na incidéncia de deiscéncias ou abscessos das
suturas cdlicas nos animais que receberam DS (Tabela 5).

Obitos

S6 houve ébitos de animais que receberam DS, embora
essa diferenga niao tenha se mostrado estatisticamente
significativa (Tabela 6).
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Tabela 3 - Nimero de ratos segundo alteragdes na cavidade abdominal,
subgrupo e droga (grupo I).

Subgrupos
I3 I-5 1.7

Alteragoes

na cavidade Droga Droga Droga
abdominal®

SF DS SF DS SF DS

Ausentes 10 4 7 6 9 7
Presentes 0 6 3 4 1 3

‘Alteragdes encontradas: presenga de fibrinalpresenca de secregdo de
aspecto purulento.

Teste de Mantel-Haenszel

Valor critico: X* MH = 3,84

Valor calculado: X* MH = 6,43 (s)

Tabela 4 - Nimero de ratos segundo presenca de aderéncias na cavidade
abdominal, subgrupo e droga (grupo I).

Subgrupos
I3 I-5 I-7
Aderéncia’ Droga Droga Droga
SF DS SF DS SF DS
Leve 9 3 8 5 9 4
Intensa 1 7 2 S 1 6

*Aderéncia leve: um ou dois 6rgdos aderidos a sutura.
Aderéncia intensa: trés ou mais orgdos aderidos d sutura
Teste de Mantel-Haenszel

Valor critico: X* MH = 3,84

Valor calculado: X* MH = 13,39 (s)

Tabela 5 - Nlimero de ratos segundo alteracdes na sutura célica, subgrupo
edroga (grupo I).

Subgrupos
I3 1.5 1.7
Alteragoes
nasutura Droga Droga Droga
célica’
SF DS SF DS SF DS
Ausentes 8 4 7 5 10 8
Presentes 2 6 3 5 0 2

‘Alteragdes encontradas na sutura: deiscéncia bloqueada e/ou abscesso
pericélico.

Teste de Mantel-Haenszel

Valor critico: X> MH = 3,84

Valor calculado: X* MH = 1,33 (ns)

Aspectos ponderais

A Figura 1 mostra as curvas progressivas da média de
peso dos animais de cada subgrupo. Pode-se observar que
0s animais tratados com DS apresentaram tendéncia a
perda de peso.
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Tabela 6 - Niimero de ratos segundo 6bito, subgrupo e droga (grupo I).

Subgrupos
I3 1-5 1.7
Obito Droga Droga Droga
SF DS SF DS SF DS
Sim 0 0 0 1 0 2
Nio 10 10 10 9 10 8
Teste de Mantel-Haenszel
Valor critico: X* MH = 3,84
Valor calcwlado: X* MH = 3,10 (ns)
232 — .
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Fig.1- Peso dos animais do grupo [, segundo Jdroga e tempo

Pela analise de variincia para as médias das diferengas
de peso, observou-se que houve diferenca significativa,
ora quando analisados os animais que receberam SF com-
parados com os que receberam DS, ora quando compara-
dos os animais nos diferentes dias de sacrificio (trés, cinco
e sete), ocorrendo 0 mesmo com relagdo a interagao entre
os efeitos principais, quais sejam: tratamento (SF ou DS) e
dia do sacrificio (ués, cinco e sete). Ao emprego do teste
de Tukey, observou-se que: (a) 0s animais que receberam
DS durante sete dias apresentaram perda de peso signifi-
cativa, quando comparados com 0s animais que receberam
SF; (b) os ratos que receberam SF apresentaram ganho de
peso significativo no sétimo dia apds a cirurgia; (¢) entre
os ratos tratados com DS houve diminui¢do de peso em
todos os subgrupos de sacrificio, mais intensa no quinto
dia de pds-operatdrio. .As diferengas, porém, nio foram
estatisticamente significativas (Tabela 7).

Proteinas totais e fracoes

Pela andlise de varifincia para as médias de proteinas
totais, albumina e globulinas, observou-se que: a) houve
diferenga significativa quando analisados os animais que
receberam SF em comparagdo com os que receberam DS;
b) houve diferenga significativa quando comparados 0s
animais nos diferentes dias de sacrificio (ués, cinco e
sete); ¢) ndo houve interagdo significativa entre os efeitos
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Tabela 7 - Diferenca de peso (em gramas) dos animais do grupo I segundo
subgrupo e droga (média e erro-padrao da média).

Subgrupos
Droga
I3 I.5 I-7
Soro fisiolégico -0,90+2,25 -9,30+£3,76 26,80+2,99
Diclofenaco sédico  -15,50+3,15 -23,40£4,05 -1290+ 4,85

Teste de Tukey HSD (andlise de dois critérios)
Valor critico=4,16
Valores calculados:
I-3(SFxDS)=4,04(ns) SF(1-3x1-5)=2,32(ns) DS(I-3x1-5)=2,18(ns)
1-5(SFxDS)=390(ns) SF(I-3x1-7)=7,66(s) DS (1-3x1-7)=0,71 (ns)
1-7(SFxDS)=1098(s) SF(I-5x1-7)=9,99(s) DS(1-5x1-7)=2,90(ns)

principais, quais sejam: tratamento (SF ou DS) e dia do
sacrificio (trés, cinco e sete). Empregando-se o teste de
Tukey (Tabela 8), observou-se que:

1) Com relagio as proteinas totais: a) a administragio
de DS diminuiu significativamente os niveis de protefnas
totais dos animais tratados comparados com 0s que rece-
beram SF; b) quando analisados os animais que receberam
SF, os niveis de proteinas totais foram significativamente
maiores nos animais sacrificados no quinto dia, com rela-
¢80 aos do terceiro dia; ¢) de maneira andloga, quando
comparados os animais que receberam DS, os niveis mé-
dios de proteinas totais foram significativamente maiores
nos animais sacrificados no quinto dia, com relagdo aos
sacrificados no terceiro dia.

2) Com relagdo a albumina: a) os niveis médios de
albumina foram menores nos animais que receberam DS
em todos os subgrupos de sacrificio (trés, cinco e sete),
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quando comparados com os que receberam SF. Essa va-
riagio foi significativa apenas nos animais sacrificados
com ués dias de pds-operatdrio; b) houve queda significa-
tiva dos niveis médios de albumina nos animais que rece-
beram SF e foram sacrificados no sétimo dia, quando
comparados com os sacrificados no terceiro e quinto dias
de pds-operatdrio; ¢) quando analisado o grupo de animais
que recebeu DS, a duragdo do tratamento nio influenciou
significativamente os niveis de albumina.

3) Com relagdo as globulinas: a) a diferenga ndo foi
significativa nos niveis médios de globulinas, quando
comparados 0s animais que receberam SF com o0s que re-
ceberam DS em todos os subgrupos de sacrificio nos dias
trés, cinco e sete; b) houve aumento progressivo e signifi-
cativo nos niveis de globulina dos animais que receberam
SF até o quinto e sétimo dias apds a cirurgia; c) relagdo
semelhante foi observada nos animais tratados com DS,
tornando-se significativa no sétimo dia de péds-operatdrio,
quando comparada com o terceiro dia.

Resultados do conjunto de 30 ratos nio submetidos ao
procedimento cirirgico (grupo II)

Hidroxiprolina

A andlise de varidncia para as médias dos niveis de
hidroxiprolina na regido do célon ascendente equivalente
a linha de sutura do grupo operado n3o mostrou diferenga
significativa entre os trés subgrupos. Empregando-se o
teste de Tukey, ndao houve diferenga significativa entre as
médias dos niveis de hidroxiprolina na area equivalente a
linha de sutura nos animais dos trés subgrupos (Tabela 9).

Tabela 8 - Niveis de protefnas totais, albumina e globulinas segundo subgrupo e droga (média ¢ erro-padrio da média) (grupo I.

Protefnas Albumina Globulinas
Subgrupo Droga Totais (g/dl) (g/dl) (g/d)
13 Soro fisiolégico 6,19£0,12 391x0,16 2,29+0,22
Diclofenaco sédico 5,18%£0,16 3,22+0,17 1,96 £0,16
1.5 Soro fisiolégico 6,9810,31 398:0,12 3,00£0,12
Diclofenaco sédico 6,1120,11 3,60£0,11 2,51+£0,13
1.7 Soro fisiolégico 6,43 +£0,09 3,24+0,05 3,19£0,07
Diclofenaco sédico 5,62+0,15 3,03+£0,18 2,59+ 0,09
Teste de Tukey HSD (Andlise de dois critérios)
Valor critico =4,16
Valores calculados:
Proteinas totais Albumina Globulinas

1-3(SFxDS) = 6,65 (s)
1-5(SFxDS) = 5,73 (s)
1-7(SFxDS) = 5,34 (s)

SF (I-3x1-5) = 5,20 (s)
SF (1-3x1-5) = 1,50 (ns)
SF(I-5x1-7) = 3,62 (ns)

DS(1-3x1-5)=6,13(s)
DS (1-3x1-7) =2,90 (ns)
DS (1-5x1-7) = 3,23 (ns)

1-3(SFxDS) =4,75 (s)
1-5(SFxDS) = 2,61 (ns)
1.7 (SF xDS) = 1,44 (ns)

SF(I-3x1-5) =048 (ns)
SF (1-3x1-7) =4,61 (s)
SF(I-5x1-7) =509 (s)

DS(1-3x1-5) = 2,61 (ns)
DS (I-3x1-7) = 1,30 (ns)
DS (I-5x1-7) = 3,92 (ns)

1-3(SF xDS) = 2,24 (ns)
1-5(SF xDS) = 3,32 (ns)
1-7(SF xDS) = 4,07 (ns)

SF(1-3x1-5) =4,81 (s)
SF(I-3x1-7) = 6,10 (s)
SF(1-5x1-7) = 1,28 (ns)

DS (1-3x1-5) = 3,73 (ns)
DS (1-3x1-7) =4,27 (s)
DS(I-5x1-7) = 0,54 (ns)
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Tabela 9 - Niveis de hidroxiprolina na 4rea equivalente 4 linha de sutura,
segundo subgrupo (média e erro padrao da média) (grupo II)
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Tabela 11 - Niveis de proteinas totais, albumina e globulinas, segundo
subgrupo (média e erro-padrio da média) (grupo ID).

Subgrupo Hidroxiprolina (mg/mg)
Padrio 11,15+1,28
Soro fisioldgico 9,09+1,02
Diclofenaco sédico 9,31+£0,80

Teste de Tukey HSD (Anélise de um critério)
Valor critico = 3,81
Valores calculados = P x SF = (ns); PxDS = (ns); SF x DS = (ns)

Obitos

Nio houve diferenga significativa entre 0s subgrupos,
relativamente a ocorréncia de Sbitos neste grupo (Tabela
10).

Tabela 10 - Niimero de ratos segundo 6bito e subgrupo (grupo II)

Subgrupo e droga
Obito
Sorofisiolégico Diclofenacosédico
Sim 0 2
Nio 10 8
Teste exato de Fisher

Valor critico: 2,22
Valor calculado: 0,55 (ns)

Proteinas totais e fracbes

Comparando-se os animais dos subgrupos padrio (P),
SF (SF) e DS (DS), a andlise de variincia para as médias
de proteinas totais e fragcGes mostrou diferengas significa-
tivas: a) entre as médias dos niveis de proteinas totais; b)
entre as médias dos niveis de albumina; ¢) entre as médias
dos niveis de globulinas. Empregando-se o teste de Tukey,
observou-se que: a) nos animais que receberam DS, os
niveis médios de proteinas totais foram significativamen-
te menores, quando comparados com 0s animais que rece-
beram SF e com os do subgrupo padrio; b) o nivel médio
de albumina foi significativamente menor nos animais que
receberam DS, quando comparados com os do subgrupo
padrdo; ¢) a administragdo de DS reduziu significativa-
mente os niveis médios de globulinas, quando compara-
dos com os animais tratados com SF e com os do subgrupo
padrdo (Tabela 11).

Resultados do conjunto de 40 ratos sacrificados apds
sete dias de administraciio das drogas (grupo III)

Hidroxiprolina

Pela andlise de varidncia para as médias dos niveis de
hidroxiprolina, observou-se que nio houve diferenga sig-
nificativa entre esses valores na linha de sutura ou na 4rea
equivalente & linha de sutura entre os animais que recebe-
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Proteinas Albumina Globulinas
Subgrupo totais (g/dl) (g/d1) (g/d))
Padrio 7,361£0,17 4,1310,08 323+0,15
Soro fisiolégico 6,92+0,16 3,77+0,10 3,15+0,14
Diclofenaco sédico 6,03+0,16 3,40+0,15 2,6310,11

Teste de Tukey HSD (andlise de um critério)
Valor critico: 3,81

Valores calculados:

Proteinas totais Albumina Globulinas
PxSF =(ns) PxSF =(ns) P =8F = (ns)
PxDS =(s) PxDS={(s) PxDS§S=(s)
SFxDS=(S) SFxDS =(ns) SFxDS ={(s)

ram SF e DS, nem entre os operados ¢ 0s nio-operados.
Nao houve interagd@o significativa, quando comparados os
efeitos principais entre si. Empregando-se o teste de Tu-
key, confirmou-se a auséncia de diferenga significativa
entre os niveis de hidroxiprolina, quando comparados os
subgrupos de animais operados com os dos ndo-operados,
assim como entre os tratados com DS e SF (Tabela 12).

Tabela 12 - Niveis de hidroxiprolina na linha de sutura (animais operados
- OP) e na 4rea equivalente i linha de sutura (animais nio operados -
NOP), de acordo com subgrupo e droga {média e erro-padrio da média)
(grupo III).

Subgrupo Droga Hidroxiprolina (mg/mg)
Operados Soro fisiolégico 10,22 £ 0,76
Diclofenaco sédico 7,21 +£0,95
Nio operados Soro fisiolégico 9,09+1,02
Diclofenaco sédico 9,31+£0,80
Teste de Tukey HSD
Valor critico = 3,84
Valores calculados:

SF (OP xNOP) = (ns)
DS (OP xNOP) = (ns)

OP (SFxDS§) = (ns)
NOP (SFxDS) =(ns)

Evolugdo ponderal

As Figuras 2 e 3 mostram as curvas das médias de peso
dos animais operados e nio-operados, em fung¢do do tem-
po. Nota-se, em ambos os subgrupos, que a administra¢do
de DS impediu o ganho ponderal esperado, quando com-
parado com o0s animais que receberam SF.

Pela andlise de varifncia para as médias das diferengas
de peso do conjunto de 40 ratos sacrificados apds sete dias
de administragio das drogas, observou-se que: a) a admi-
nistragdo de DS afetou significativamente o peso dos ani-
mais comparados com o0s ratos que receberam SF; b) nao
houve diferenca significativa quando comparados os ani-
mais operados € ndo-operados; c) ndo houve interagio
significativa entre a droga ¢ o tratamento cirdrgico insti-
tuido. Empregando-se o teste de Tukey, observou-se que
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as médias das diferencas de peso foram significativamen-
te menores nos animais tratados com DS, quando compa-
rados com os que receberam SF (Tabela 13).
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Fig. 2 - Peso dos animais ndo operados, segundo droga e tempo (grupo If).
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Fig.3 - Peso dos animais ndo operados, segundo droga e tempo (grupo lll).

Tabela 13 - Diferenca de peso dos animais do grupo III, segundo subgrupo
edroga (média e erro-padriao da média).

Subgrupo

Droga

Animais operados Animais nio operados
Soro fisioldgico 26,80 2,99 25,80+2,71
Diclofenaco sédico -12,90+4,85 -0,10+£3,52

Teste de Tukey HSD

Valor critico = 3,84

Valores calculados:

OP (SFxDS) = 1097 (s)
NOP (SFxDS)=715s)

SF (OP x NOP) = (ns)
DS (OP xNOP) = (ns)

Vol. 12
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Proteinas totais e fragoes

Pela andlise de varidncia para as médias dos niveis de
proteinas totais, albumina e globulinas, observou-se que:
a) quando comparados 0s animais que receberam SF com
os que receberam DS, houve diferenga significativa entre
as médias de todos os fatores analisados; b) quando com-
parados os animais operados com 0s nfo operados, houve
diferenga significativa entre as médias das proteinas totais
e entre as médias das albuminas; c) ndo houve interagio
significativa entre os efeitos principais dos fatores anali-
sados, quais sejam: drogas (SF ou DS) e tratamento (ani-
mais operados ou nio operados). Empregando-se o teste
de Tukey, observou-se que: a) os niveis médios de protei-
nas totais foram significativamente menores nos animais
que receberam DS, quando comparados com os que rece-
beram SF, tanto no grupo de animais operados como no
dos ndo operados; b) quando analisado o efeito da cirurgia
sobre os niveis de albumina, os ratos operados que rece-
beram SF apresentaram niveis significativamente meno-
res dessa proteina. Ndo houve diferenga entre os animais
que receberam DS; ¢) os niveis médios de globulinas fo-
ram menores nos animais que receberam DS, quando
comparados com os que receberam SF, diferenga essa sig-
nificativa, tanto no grupo de animais operados como no
dos ndo operados. O tratamento cinirgico ndo afetou sig-
nificativamente os niveis de globulinas (Tabela 14).

Tabela 14 - Niveis de protefnas totais, albumina e globulinas, segundo
subgrupo (média e erro-padrao da média) (grupo III).

Protefnas Albumina Globulinas
Subgrupe Droga  totais{g/dl) (g/a1) (g/al)
Operados SF 6,43+ 0,09 3,24+0,05 3,19£0,67
DS 5,62£0,15 3,0310,18 2,591£0,09
Nio operados SF 6,92+0,16 3,77+£0,10 3,15+0,14
DS 6,03£0,16 3,4010,15 2,63+0,11
Teste de Tukey HSD
Valor critico = 3,84
Valores calculados:
Proteifnas totais Albumina Globulinas

SF(OPxNOP) =3,31 (ns) SF{OPxNOP)=39I(s)
DS (OP xNOP) = 2,77 (ns) DS (OP xNOP) = 2,73 (ns)

SF(OPxNOP) = (ns)
DS (OP xNOP) = (ns)

OP (SFxDS)=548(s) OP (SFxDS)=1,55(ns) OP(SFxDS)=532(s)
NOP (SFxDS)=6,02(s) NOP(SFxDS)=273(ns) NOP(SFxDS)=4,I!(s)

DISCUSSAO

O diclofenaco sédico vem sendo amplamente empre-
gado no pés-operatério imediato de cirurgias ou apés
traumatismos em geral, em fungdo de sua ag3o analgésica,
apesar de saber-se que os AINH retardam o processo de
reparagdo tecidual ao alterarem a relagdo sintese-degra-
dagdo de coldgeno, através da inibi¢io da biossintese de
prostaglandinas (13, 14).

Considerando, portanto, o potencial dessa droga de
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exercer efeitos indesejdveis importantes para o sucesso do
ato operatério, preocupamo-nos em estudar a sua agdo
sobre um procedimento cinirgico padronizado em animais
de experimentagéo.

Optamos por realizar o estudo no célon ascendente,
devido as facilidades técnicas. As secgdes e suturas foram
realizadas sempre na mesma regido (a 1,5 cm do ceco), ja
que estudos como o de Hawley e cols. (1970) (15)revela-
ram que a atividade da colagenase e conseqiiente metabo-
lismo do coldgeno ndo sdo iguais nos diferentes segmentos
do tubo digestivo.

No intuito de potencializar o efeito do DS, utilizamos
dosagem didria de 10 mg/kg que, segundo Bruni e cols.
(1980) (16), equivale a dose maxima utilizada no homem.
Para a escolha da dosagem empregada no nosso protocolo,
baseamo-nos em diversos outros trabalhos experimentais
(10, 12, 13, 17), cujos autores empregaram doses equiva-
lentes, as quais conferem & droga agdo mais ampla, uma
vez que, além de inibir a formagdo de prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanas, em fungdo de sua agio so-
bre a enzima cicloxigenase, o DS, em doses mais altas,
também reduz a formagfio de produtos da lipoxigenase
(4cido S-hidroxileicosatetraendico -5 -HETE - e leucotri-
enos).

No que concemne aos achados observados no presente
trabalho, quando comparados com os animais que recebe-
ram SF, os animais tratados com DS, independentemente
do tempo de seguimento, apresentaram maior incidéncia
de deiscéncias da incisdo abdominal, de alteragdes intra-
abdominais (como preseng¢a de fibrina e secre¢do de as-
pecto purulento) e de aderéncias intensas. Embora sem
significAncia estatistica, os animais tratados com DS a-
presentaram incidéncia acentuadamente maior (43,3%) de
alteragdes da sutura célica do que os animais que recebe-
ram SF (16,6%).

Enfatizando o efeito da droga estudada sobre a cicatri-
zaglo (alteragOes da incisdo abdominal e da sutura c6li-
ca), observamos que 21 animais operados e tratados com
DS apresentaram pelo menos uma das alteragdes, enquan-
to essas ocorreram em apenas sete animais tratados com
SF, o que se revelou significativo ao estudo estatistico.
Essas alteracdes explicam a maior incidéncia de compli-
cagcbes inflamatdrias e infecciosas e conseqiiente elevada
taxa de mortalidade nos animais operados e tratados com
DS. Os animais que receberam a droga (grupos I e II) a-
presentaram indice de 12,5% de 6bitos, enquanto nio se
observou tal evolugdo em nenhum dos animais tratados
com SF. Vale ressaltar que os 6bitos do grupo I (animais
operados) ocorreram no quarto (dois 6bitos) € no quinto
(um ¢6bito) dias de pds-operatdrio, tendo sido observadas,
nesses animais, deiscdncias da sutura célica, uma delas
ndo bloqueada. Também foram tardios os dois ébitos do
grupo II (animais ndo operados); ndo encontramos, contu-
do, qualquer causa que os pudesse justificar.

De modo a elucidar os mecanismos responsdveis pelas
alteragGes cicatriciais, caracterizadas pelo aumento da
incidéncia de deiscéncias e subseqiientes Gbitos, analisa-
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mos o componente essencial do processo cicatricial: o
coldgeno. Para tanto, avaliamos a concentragdo de hidro-
xiprolina na cicatriz da sutura c6lica, e observamos que,
quando analisado o conjunto de 60 ratos operados, aqueles
que receberam DS apresentaram niveis significativamen-
te mais baixos desse aminoicido. No entanto, ndo obser-
vamos um efeito significativo do fator tempo de exposigio
sobre a concentracdo de hidroxiprolina na sutura colica.

O DS, como os AINH em geral, inibem a via da ciclo-
xigenase, provocando conseqliente redu¢io na formacio
de prostaglandinas, prostaciclinas ¢ tromboxanas (8, 9).
Inibida a biossintese das prostaglandinas, hd um desequi-
librio no processo inflamatdrio, resultando em diminuigio
de colageno. O fendmeno inverso também ji foi demons-
trado por Oliveira e cols. (1990) (18), que estudaram o
efeito de misoprostol (prostaglandina sintética) sobrc a
cicatrizagdo de anastomoses célicas em ratos, verificando
aumento significativo nos niveis de hidroxiprolina nos
animais tratados com essa droga.

O DS em doses elevadas age, também, sobre a via da
lipoxigenase, reduzindo a produgdo de 4cido S-hidroxilei-
cosatetraendico (5-HETE) e leucotrienos (17, 19), subs-
tAncias essas ja estabelecidas como potentes quimiotéti-
cos de leucécitos (7, 20, 21-26).

Corroboram a hipétese de o DS ter agido sobre a fase
inflamatéria do processo de cicatrizagdo trabalhos como o
de Prandi Filho (1988) (10), que observou atenuagdo do
processo inflamatério com diminui¢do do mimero de leu-
céceitos e menor fibroplasia. Souza (1989) (11) verificou,
igualmente, que o DS induziu a um atraso na resposta in-
flamatdria e no inicio da proliferagio fibroblastica.

Apesar de ndo termos verificado e avaliado diretamen-
te a atividade da colagenase nas feridas célicas em nossos
animais, ndo descartamos a possibilidade de a diminuig¢do
dos niveis de hidroxiprolina apds a administragdo de DS
ser decorrente do aumento seletivo da atividade dessa
enzima. '

Observamos, também, que os animais tratados com DS
apresentaram tendéncia a acentuada a progressiva perda
ponderal, o que nio foi verificado nos animais que rece-
beram SF. Esses achados foram independentes de fatores
relacionados ao ato operatdrio e as alteragdes endderinas e
metabdlicas dele exclusivamente decorrentes, uma vez
que ocorreram também nos animais ndo operados ¢ trata-
dos com DS.

Pode-se, assim, inferir que a perda ponderal nos ani-
mais tratados com a droga deva ter sido devida, entre ou-
tros possiveis mecanismos fisiopatoldgicos: a) aos seus
efeitos sobre a ingesta, direta ou indiretamente relaciona-
dos ao sistema gastrointestinal; b) a possiveis efeitos en-
décrinos ou metabélicos diretos (pela redugfio dos proces-
sos anabdlicos, pela acentuagdo dos processos catabélicos
ou por ambos 0s mecanismos); ¢) a possiveis efeitos indi-
retos de intensificagdo do catabolismo, decorrente das
complicagdes cirdrgicas e infecciosas relacionadas ao
emprego da droga, hipltese essa que, entretanto, nio se
aplica aos animais nio operados.
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Os ratos que receberam DS apresentaram queda signi-
ficativa dos niveis médios de proteinas totais, comparados
com os que receberam SF. Do mesmo modo, a anélise das
fragGes protéicas mostrou que tanto os niveis de albumina
como o0s de globulinas foram menores nos animais trata-
dos com a droga. Essa diferenca, contudo, sé foi estatisti-
camente significativa para os niveis de albumina, entre os
animais sacrificados no terceiro dia de pds-operatério.
Esse fendmeno ocorreu no pico da resposta inflamatdéria, o
que pode ter implicagOes etiopatogénicas. Uma hipdtese
possivel refere-se ao aumento da permeabilidade capilar,
com saida da albumina do espago intravascular para o in-
tersticio. Apesar de o aumento da permeabilidade vascu-
lar ser favorecido pela ag¢do das prostaglandinas (25, 27) e
ser antagonizado por drogas que inibem a sua biossintese,
como € o caso do DS, os animais tratados com o antiin-
flamatdério apresentaram maior incidéncia de altera-
¢bes cicatriciais e conseqiiente reagdo inflamatdria mais
intensa.

Ainda resta a hipétese de a droga ter induzido dimi-
nui¢do de sintese ou aumento de degradagéo protéica, em
fungio de eventuais efeitos hepéticos. Embora raros, ja
foram relatados casos clinicos de hepatopatias graves as-
sociadas ao uso do diclofenaco sédico (28).

E possivel ainda que a génese do fen6meno observado
em nosso experimento seja resultado da combinagio dos
fatores anteriormente citados.

O aumento progressivo durante 0 periodo de observa-
¢80 notado nos niveis plasmaticos de globulina em todos
os animais operados pode ter decorrido tanto do trauma
cirlirgico como de reag¢Ges inflamatérias da fase aguda.

Nos animais que receberam a droga, houve queda signi-
ficativa dos niveis plasmaticos de globulina, com relagdo
a0s animais tratados com SF, o que talvez tenha ocorrido
pelo préprio efeito antiinflamatério da droga, nao haven-
do influéncia do ato cinirgico nesses achados, visto que
foram observados tanto nos animais operados como nos
niao operados.

CONCLUSOES

A andlise dos resultados observados, encontramos: 1)
que a concentragdo de hidroxiprolina na sutura célica foi
menor nos animais operados tratados com DS, quando
comparados com 0s que receberam SF; 2) que os animais
operados e tratados com DS apresentaram maior incidén-
cia de complicagGes da cicatrizagdo, a saber: maior ocor-
réncia de deiscéncias da incisdo abdominal (53,3%),
maior freqiiéncia de alteragGes na cavidade abdominal
(43,3%), maior incidéncia de aderéncias intensas (60%),
maior freqiiéncia de alteragBes na sutura cdlica (43,3%).
Além disso, observaram-se 12,5% de &bitos entre 0s ani-
mais tratados contra nenhum 6bito nos grupos de controle;
3) que os animais tratados com DS (operados e ndo opera-
dos) n#o apresentaram ganho de peso durante o periodo de
estudo, quando comparados aos animais que receberam
SF; 4) que os animais tratados com DS apresentaram
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menores niveis plasméticos médios de proteinas totais e
fragdes.

Os resultados deste experimento sugerem que o uso de
DS em pés-operatdrio, sobretudo em casos de suturas in-
testinais, deva merecer estudos clinicos cuidadosos, uma
vez que, sob as nossas condi¢des de investigagio, poderdo
ser observados efeitos adversos e potencialmente graves,
se vierem a ocorrer em pacientes operados. A necessidade
desses estudos é reforgada pela freqiiéncia com que essa
droga vem sendo utilizada na pratica ciniirgica atual.

CALACHE NETO JE, AUN F, YOUNES RN - Effects
of diclofenac sodium administration on colonic sutures
in rats.

SUMMARY: The effects of diclofenac sodium on the
healing of colonic sutures in rats were observed in an
experimental model consisting of the section followed
by suturing of the ascending colon. Sixty rats (group I)
were submitted to the surgical procedure and to the
administration of diclofenac sodinm (10 mg/kg/day) or
of saline solution and sacrificed following different
periods of time (three, five and seven days). Other 30
control rats (group II), that received the drug (10 mg/
kg/day), saline solution or with no treatment (standard
group) were observed. Finally, the results achieved
with the administration of the drug were compared
among operated and not operated animals (group HI).
The gross surgical findings, the weight changes, plasma
levels of total proteins and fractions, hemoglobin and
hematocrit levels and the hydroxiproline concentration
at the sutures line were observed in the rats submitted
to the surgical procedure. The control rats were
submitted to the same observations, except for the
surgical findings. It was observed that diclofenac
sodium can interfere with the healing mechanism,
since: a) there was a higher incidence of dehiscence of
abdominal incisions (53.3%) and changes in colonic
sutures (43.3%) in the animals given diclofenac
sodium; b) 12.5% of the animals given diclofenac
sodium died, while no animal of the control group
evolved to death; ¢) there was no weight increase among
diclofenac sodium-treated animals; d) there was a
decrease of plasmatic levels of total proteins and
fractions and the levels of hydroxiproline in the sutures
line in the rats submitted to the surgical procedure.

KEY WORDS: colonic healing; colon, surgery; colonic

sutures, adverse effects; diclofenac
sodium
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