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Analise clinica e biomecéanica do efeito do diclofenaco sédico
na consolidacao da fratura da tibia no rato*

Clinical and biomechanical analysis of the effect of diclofenac sodium in tibial fracture
healing in rats*

Seraio Swan MULLER!, Emitio CaRLOS CURCELLP, TRAJANO SARDENBERG?
ALexanpre Zuccon®, Jose Luiz De Crupis JUNIOR®, CARLOS ROBERTO Papovani?

RESUMO

Os AINH (Antiinflamatérios nao hormonais) séo agentes uti-
lizados na pratica clinica que interferem no processo inflamato-
rio pela inibigdo da sintese de prostaglandinas e tromboxanos.
Alguns trabalhos experimentais investigaram sua agao no pro-
cesso de consolidacao de fraturas, por meio de estudos clini-
cos e histoldgicos, sendo escassas as andlises biomecanicas.
Nesse estudo foram utilizados 20 ratos da linhagem Wistar, di-
vididos aleatoriamente em dois grupos iguais: grupo A (contro-
le) e grupo B (tratado com diclofenaco sddico). Em ambos os
grupos foram realizadas fraturas abertas, apos perfuracéo, na
tibia direita. A administragéo da droga foi via intramuscular, dose
Unica diaria, por 28 dias. Os animais foram pesados semanal-
mente. Apos o sacrificio as tibias foram dissecadas, pesadas e
submetidas a ensaio biomecanico de flexdo analisando-se car-
ga maxima, deformagéo e coeficiente de rigidez. Observou-se
que no grupo tratado com AINH nao houve aumento do peso
corporeo a partir da segunda semana e as tibias fraturadas fo-
ram mais pesadas. Neste grupo o calo ésseo suportou menor
carga maxima, apresentando maior deformagao e menor coefi-
ciente de rigidez. Nos animais tratados, o 0sso nao fraturado
também se mostrou menos rigido. Concluiu-se, nas condicoes
estudadas, que o DS alterou o processo de consolidagéo e o
metabolismo ésseo, levando a retardo na maturagédo do calo e
menor rigidez do osso intacto, respectivamente.

Descritores: Antiinflamatério; Consolidacdo da fratura; Ratos.
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SUMMARY

The antinflammatories are agents ultilized on clinical practice
that interfere on inflammatory process by synthesis inhibition of
prostaglandin and tromboxanes. Some experimental studies in-
vestigated their action on the fractures consolidation process,
through clinical and histological studies, as the biomechanical
analyses are scarce. In this study, 20 (twenty) Wistar pedigree
rats were used, aleatory divided into two groups: A group (con-
trol) and B group (treated with diclofenac). In both groups open
fractures were made through perforation on right tibia. The drug
administration was done intramuscularly in a single daily dose,
during 28 (twenty-eight) days. The animals were weekly weighed.
After the sacrifice the tibias were dissected, weighed and sub-
mitted to a biomechanical analysis of flexion and the maximum
load, deformation and rigidity coefficient were measured. It was
remarkable that the treated group with antinflammatory did not
present body weight gain after the second week and the broken
tibias were heavier. In this group the osseous callous supported
less maximum load, presenting larger deformation and smaller
rigidity coefficient. In the treated group, the non-fractured bone
was also less rigid. Concluding, at this studied conditions, the
diclofenac can interfere on the consolidation process and on
the osseous metabolism, promoting a delay on the callous ma-
turation and a smaller rigidity of the intact bone, respectively.

Keywords: Antiinflammatory, Fracture healing,; Rats

Work performed at the Department of Surgery and Orthopedics of the Medicine School
of (UNESP), Paulista State University ‘Julio de Mesquita Filho”.

1 - Assistant Professor PHD at the Department of Surgery and Orthopedics, FMB -
UNESP

2 - Assistant Professor at the Department of Surgery and Orthopedics, FMB -UNESP

3 - Ex-Resident at the Service of Orthopedics and Tr logy, FMB-UNESP

4 - Chairman of the Biostatistical Department - UNESP

Address: Department of Surgery and Orthopedics Medicine School of B - UNESP

Botucatu - Sao Paulo - e-mail:ssmuller@uol.com.br

197



INTRODUGAO

O potencial de reparacao de um osso fraturado é depen-
dente de variaveis relacionadas ao paciente, localizagéo e tam-
bém ao tratamento empregado. O tratamento deve criar condi-
coes biolégicas e mecéanicas que favorecem a reparacéao. E
evidente que as caracteristicas do paciente e da fratura impdem
limites a cicatrizagdo, mas dentro desses limites, o tratamento
pode influenciar a cura®.

O tecido 6sseo € Unico no organismo dos vertebrados na
capacidade de reparacdo sendo possivel a restauracao biolé-
gica e mecanica, diferentemente de outros 6rgéos e tecidos®”.

Diversos fatores podem influenciar a organizagao e resulta-
do final do processo de consolidac&o de uma fratura, positiva-
mente ou negativamente. Alguns desses fatores exercem influ-
éncia que so6 pode ser investigada em estudos experimentais®.

A cicatrizagao dos tecidos musculo-esqueléticos ocorre por
meio de resposta tecidual composta de 3 fases, que nao acon-
tecem separadamente. Essas fases podem ser descritas como
inflamacéao, reparacéo e remodelagao.

A resposta inflamatéria é considerada indispensavel ao pro-
cesso de reparagao. Sem a inflamagao, os tecidos jamais cica-
trizariam®28) .

Os antiinflamatérios ndo hormonais (AINH) séo frequente-
mente usados na pratica clinica em pacientes com traumas,
fraturas, pds-operatorio, etc, pelo efeito analgésico.

As drogas AINH tém atividade antiinflamatéria, analgésica e
antipirética, sendo que a maioria pode inibir a fungéo plaqueta-
ria. E aceito que essas drogas exercam efeitos farmacolégicos
pela inibicdo da ciclooxigenase, que modula a sintese de al-
guns mediadores da inflamagao, como as prostaglandinas®?.

Entre os diversos AINH utilizados atualmente, destaca-se o
diclofenaco sédico (DS) que é antiinflamatdério ndo hormonal
derivado do &cido fenilacético, indicado para uso em condigbes
dolorosas cronicas e agudas, inflamagéo pos-operatéria e pds-
traumatica, aliviando a dor e diminuindo a reagéo inflamatéria e
0 edema'®2”,

A maioria dos efeitos antiinflamatérios do DS sdo devidos a
inibicdo da sintese de prostaglandinas, sendo potente inibidor
da ciclooxigenase in vivo e in vitro, além de diminuir a sintese de
prostaglandinas, também diminui a sintese de tromboxano e
prostaciclina1826.29,

Varios autores descreveram retardo de consolidagdo em ti-
bias de ratos tratados com AINH, por meio de estudo histologi-
CO(1 12).

A analise biomecanica do calo 6sseo tem sido referida como
um dos melhores métodos de avaliagdo da consolidagéo de
fraturas por diversos autores®®.

Poucos trabalhos experimentais relacionaram a consolida-
cao de fraturas e o uso de AINH analisando propriedades bio-
mecanicas. A prescrigao rotineira dessas drogas em pacientes
com traumas agudos motivou o presente estudo experimental
com um dos antiinflamatérios mais usados na pratica clinica
atual, o diclofenaco sédico.
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INTRODUCTION

Fracture repair potential depends upon several factors, inclu-
ding those related to the patient, fracture site, and treatment.

Treatment aims to enhance fracture repair by improving bio-
logical and mechanical conditions.

Patient and fracture characteristics restrict healing. However, tre-
atment may have an effect upon curel?,

In contrast with other tissues and organs, bone tissue is cha-
racterized by a singular repair potential, biological and mechani-
cal repair being possible .

Different factors can positively or negatively affect the organi-
zation and outcome of fracture repair. Growth factors, deminera-
lized matrix, bone marrow cells .

Healing of musculoskeletal tissues is a tissular response con-
sisting of three phases that do not occur separately, namely, in-
flammation, repair, and remodeling.

Inflammatory response, therefore, is essencial for repair. Tis-
sues would not heal in the absence of inflammation 1 281,

Nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs) are often used
in clinical practice in patients with trauma, fractures, following
surgery, etc because of their analgesic effect.

NSAIDs have antiinflammatory, analgesic, and antipyretic
effects. Most of these agentes can inhibit platelet function.

Their pharmacological effects are due to cyclooxygenase inhi-
bition. This enzyme modulates the synthesis of some inflammati-
on mediators, such as prostaglandins 9.

Several NSAIDs are used today. Diclofenac sodium (DS), a
commonly used NSAID, is derived from phenylacetic acid and
indicated in the management of acute and chronic painful condi-
tions, postoperative and posttraumatic inflammation, because it
relieves pain and decreases inflammatory reaction and
edema 11627,

The majority of antiinflammatory effects of DS are due to inhi-
bition of prostaglandin synthesis. DS is a potent inhibitor of cyclo-
oxygenase in vivo and in vitro. It decreases the synthesis of pros-
taglandins and also of thromboxane and prostacyclin (18 26 271,

Several authors have described delayed fracture repair in ti-
bias in histological studies in NSAIDs-treated rats " 2.

Biomechanical analysis of bone callus has been considered
one of the best methods to evaluate fracture repair (6 9.

Biomechanical properties have been studied in few experi-
mental studies evaluating fracture repair and NSAIDs use.

The routine use of NSAIDs in patients with acute trauma has
led us to carry out the present experimental study using one of
the most widely used antiinflamatory agents in the current clini-
cal practice, diclofenac sodium.
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MATERIAL E METODO

Foram utilizados 20 ratos da linhagem Wistar (Rattus norve-
gicus albinus), com 60 dias de idade, peso médio de 253g, cli-
nicamente sadios. Por sorteio, foram formados dois grupos de
10 animais: grupo A (controle) e grupo B (tratado com diclofe-
naco sodico).

O experimento foi desenvolvido em seis fases sequUenciais:
adaptacao; fratura; constituicao dos grupos; manutencao e tra-
tamento; sacrificio e ensaio mecanico.

Os animais foram submetidos inicialmente a exame clinico,
identificacao, pesagem, e em seguida, alojados em gaiolas, em
local seco e arejado, limpo diariamente e com temperatura con-
trolada. Receberam agua e alimento ad libitum.

Apds sete dias de adaptagdo, os animais foram examina-
dos, pesados e anestesiados com pentobarbital sédico, na dose
30 mg/kg, via intraperitoneal®. Utilizando-se técnicas assépti-
cas, foi produzida perfuragao no ponto meédio da tibia direita,
utilizando-se furadeira elétrica, com broca de 1 mm e rotagéo
controlada por pedal. Concluida a perfuragéo, a broca foi retira-
da e a fratura completada manualmente!.

Apos a fratura, por sorteio, foram constituidos os grupos.

Os animais foram entao recolocados nos alojamentos, exa-
minados diariamente e pesados em intervalos de sete dias e no
dia do sacrificio. Nao foi utilizado qualquer tipo de imobilizagéo,
permitindo-se livre movimentagdo do membro fraturado. A ad-
ministracdo da droga foi iniciada 12 horas apds a fratura e re-
petida a cada 24 horas, na dose de 10 mg/kg/dia, via intramuscular.

Apods 28 dias da produgéo da fratura todos os animais fo-
ram submetidos ao exame fisico geral, exame do membro fra-
turado (quanto a mobilidade do foco) e pesagem; foram entao
sacrificados pela técnica de decapitacéo e ambas as tibias fo-
ram removidas.

A anélise efetuada foi clinica e biomecéanica, compreenden-
do a tibia fraturada e a ndo-fraturada em ambos os grupos. Para
a andlise clinica foram considerados: peso semanal, comporta-
mento dos animais e eventual presenga de complicagbes como
infeccao, formacao de hematomas ou alteracdes gastrintesti-
nais.

Para a retirada das tibi-
as, foi realizada incisdo am-
pla, longitudinal, na regiao
anterior do membro do ani-
mal. A seguir, a tibia foi de-
sarticulada proximal e dis-
talmente. A fibula foi remo-
vida e foram retiradas as
estruturas musculares,
capsulares e tendineas em
toda a extensao restando,
portanto, apenas o tecido
osseo (Figura 1). Em segui-
da, a tibia foi pesada em
balanca analitica de preci-
sdo de quatro casas apds
avirgula e capacidade para

g8 & &8 &

body weight
Peso Corporeo (g)

&
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Figura 1 - Média do peso corpdreo (g) segundo grupo e
momento de avaliagao

Figure 1 - Body weight mean (g) accordng to study
group and timepoint

MATERIAL AND METHODS

Twenty clinically healthy Wistar rats (Rattus norvegicus albi-
nus) aged 60 days were used. Mean weight was 253 g. Two
groups of 10 animals each were defined by draw. Group A was
used as control and Group B included diclofenac-treated rats.

The experimental study had six sequential phases. adaptati-
on; fracture, group formation; maintenance and treatment; sacri-
fice; and mechanical assay.

Animals were submitted to clinical examination, identificati-
on, weighing and confined in cages in a dry and ventilated area.
Cages were cleaned daily. Temperature was controlled. Animals
were given water and food ad libitum.

Following 7-day adaptation animals were examined, weighed,
and anesthetized with sodium pentobarbital at the dose of 30
mg/kg given intraperitoneally ©°.

Under aseptical conditions a perforation was drilled at the
mean point of the right tibia using an electric dril with a 1 mm-drill
and pedal-controlled rotation.

After perforation drill was removed and fracture was manu-
ally completed '¥. Groups were defined by draw following fractu-
re. Animals were then confined in a cage.

They were examined daily and weighed at 7-day intervals and
on the sacrifice day. Free motion of the fractured limb was allo-
wed, immobilization being not used. Intramuscular diclofenac
sodium (10 mg/kg/day) was given 12 h following fracture and
every 24 h thereafter.

All animals were submitted to general physical examination,
examination of the fractured limb (as for fracture focus mobility)
and weighing 28 days after fracture. They were sacrificed by de-
capitation and both tibias were removed.

Clinical and biomechanical analyses of fractured and non-
fractured tibias were carried out. Clinical analysis included we-
ekly weight, behavior, eventual complications, such as infection,

hematoma, or gastrointestinal di-
sorders.

A longitudinal incision was

- made on the anterior face of the
- limb for tibial removal by proximal
e and distal desarticulation.
— Al Fibula and muscular, capsu-
- C lar, tendinous structures were
completely removed. (Figure 1).
s3 54 Momento

Only bone tissue remained in
the specimen. Tibias were then
weighed with high-precision
analytical scales (4 decimals) of
110-gm capacity. Specimens
were stored in plastic bags at -20
°C (a domestic refrigerator was
used).

Moment
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110 gramas. As pecas foram acondicionadas em sacos plasti-
cos e conservadas em congelador doméstico (-20° C).

No dia da realizacao dos ensaios, as pegas foram descon-
geladas em temperatura ambiente, envolvidas em compressas
umedecidas.

Foi entéo realizado ensaio de flexdo de trés pontos com a
maquina universal de ensaios tipo eletromecéanica (EMIC, DL
10000), em ambiente com temperatura controlada e estavel (20°
C). A preciséo do sistema é de = (0,018 + F 3700) KN, confor-
me especificacdes da norma
NBR 6674 (ABNT, 1981).

O corpo de prova foi co-
locado sem fixacao, com a
face convexa voltada para
cima, sobre dois suportes
equidistantes dos pdlos pro-
ximal e distal da tibia, man-
tendo distancia, equivalente 20 4
a 2/3 do comprimento do
0sso0. Um cutelo de ponta
romba (2mm de largura), fixo
ao cabecote proximal da

Y
o
L

Carga (N)
Load (N)

10 -

Controle / Control

On the day when assays were carried out specimens were
thawed at room temperature and wrapped in moist drapes.

A three-point flexion assay was carried out with an electrome-
chanical-type universal assay machine (EMIC, DL 10000) under
controlled temperature (20° C). System precision is = (0,018 +
F 3700) KN, according to NBR 6674 specifications (ABNT, 1981).

The specimen with the convex side facing upward was pla-
ced on two supports equally distant from the proximal and distal
tibial ends. No fixation was
used and distance correspon-
ded to 2/3 of bone length. A
blunt knife (2 mm) fixed to the
assay machine applied the
load on the equidistant point
until the specimen was broken
(8 24] (speed: 30 mm/
min)(Figure 2).
Antiinflamatério/ NSAID Values of maximum load
and deformation upon breaka-
ge as well as the load-deforma-

magquina de ensaios, transmi-
tiu a carga que foi aplicada
no ponto equidistantes aos
dois apoios. A carga foi apli-
cada até ruptura do corpo de
prova®2, com velocidade de
30 mm/min (figura 2).

O relatério final do ensaio
forneceu o valor da carga
maxima e deformacéo na
ruptura, além do diagrama carga-deformacéo. Calculou-se em
cada diagrama o valor da constante de proporcionalidade (K)
ou coeficiente de rigidez.

A andlise comparativa do peso corporeo, peso do 0sso,
carga maxima, deformagao e coeficiente de rigidez, nos dois
grupos experimentais analisados, foi realizada pela técnica da
analise multivariada dos perfis médios e pela técnica ANOVA
nao-parameétrica para o modelo de medidas repetidas com dois
grupos independentes(1529,

Todas as conclusdes estatisticas foram discutidas no nivel
de 5% de significancia.

RESULTADOS

3.1 Avaliagéo Clinica

Os animais tratados com DS apresentaram disturbio gas-
trintestinal (diarréia) no inicio do experimento (5 primeiros dias)
e obtiveram menor ganho de peso a partir da segunda semana.

Todos os ratos realizaram apoio do membro progressiva-
mente desde a realizagao da fratura.

A avaliagao clinica das tibias demonstrou mobilidade na re-
giao do calo no grupo de ratos tratados com o diclofenaco de
sodio.

As Tabelas 1, 2, 3 e a Figura 3 apresentam os dados relaci-
onados ao peso dos animais e ao peso das tibias.
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Figura 2 - Diagrama carga x deformagé&o construido com os valores
das medianas obtidas nos ensaios mecénicos das tibias do lado
direito (com fratura)

Figure 2 - Load versus deformation diagram based upon median
values obtained upon mechanical assays of right tibias (fractured)

tion graph are included in the
final assay report. The propor-
tionality coefficient (K) or rigi-
dity coefficient was calculated
for each diagram.

2 3

Deformagao (mm)
Deformation (mm)

Body weight, bone weight,
maximum load, deformation,
and rigidity coefficient were
compared by multivariate
analysis of mean profiles and
non-parametric ANOVA for repeated measurements in two inde-
pendent groups 1529,

Statistical analysis adopted a significance level of 5%.

RESULTS

3.1 Clinical Evaluation

Diclofenac-treated animals developed gastrointestinal disor-
ders (diarrhea) during the first five days. Their body weight gain
was smaller from the second week on, as compared to controls.

All rats progressively supported the limb following tibial frac-
ture.

Clinical evaluation of tibias has shown mobility of bone callus
in diclofenac-treated rats.

Animal and tibia weight data are shown in Tables 1, 2, 3, and
Figure 3.

3.2 Mechanical Properties

Mechanical property data are shown in Tables 4, 5, and 6

ACTA ORTOP BRAS 12(4) - OUT/DEZ, 2004



3.2 Propriedades Me-
cénicas

As tabelas 4,5 e 6 apre-
sentam os valores das pro-
priedades mecanicas avali-
adas.

As figuras 4 e 5 repre-
sentam os diagramas car-
ga-deformagao nos 0ssos
com e sem fratura.

DISCUSSAO

No presente estudo ex-
perimental, optou-se por
utilizar ratos como animais
de experimentagao, princi-
palmente, por serem de
pequeno porte, baixo cus-
to®" e de consolidacéo 6s-
sea rapida com ou sem tra-
tamento™® (em torno de 28
dias para as fraturas da ti-
bia), além de serem fre-
quentemente utilizados
como modelos em estudos
de consolidacao de fratu-
ras, entre outras vantagens.

Os antiinflamatorios
nao hormonais (AINH) po-
dem provocar alteragoes
no metabolismo ésseo e na
consolidagao de fraturas,
provavelmente por altera-
rem a fase inflamatéria do
processo de consolida-
c¢ao”. Ao inibirem as ciclo-
oxigenases, diminuem a
sintese de mediadores in-
flamatodrios, entre estes as
prostaglandinas, que tém
como principal funcdo, na
fase inicial do processo de
consolidacao, exercer acao
quimiotatica e dessa forma
diminuir a quantidade de

Momento de Avaliacio / Evaluation Time

Fratura/ 1" semana/ 2" semana/ 3" semana/ 4" semana/l
Fracture First week Second week Third week Fourth week

Grupo

Al
NSAID 25454209 aA  2805+297 Ab 3120+ 381aC 3280+441aC 3370+458 aC

C 2520+210aA 3055+203aB |3415+182bC | 3680+ 244 bD 3880+ 274 bE

Grupes: Al (antiinflamatério), € (controle) a, b, A, B, €, D, E letras diferentes indicam diferenga
aestatistica (minusculas vertical, maiisculas horzontal)

Groups: NSAID = diclofenac-treated animals; C = controls a, b, A, B, C, D, £ different letters
a i letters vertical: capital letters horizontal)

Tabela 1 - Média e desvio padrao do peso corpéreo (g) segundo
grupo e momento de avaliagao

Table 1 - Body weight (mean and standard deviation) (g)

do Teste {"p— value’)

Statical Test Result ('p - value™)

Comentario
Comment

Hipdtese Estatistica
Statical hypothesis

Os perfis médios dos grupos

Semelhanca dos n4o sao semelhantes

F=919(p <001
Sirﬁﬁgrli?ynzﬁdnl-l?an ® ) Mean profiles of groups are
profiles not similar
Fratura: | F=0,07 (p>0,05) wef =€
ﬁserr?‘ana: F=1,97 (p=0,05) Nsﬂf;\AaC
weal

Efeito de grupos 2" semana; | F=4,79 (p<0,05) Al #C

Group Effect 2’: weas - e
3 semana: | F=6,30 (p<0,05) Al2C

39 sermsna: | F=9,14 (p<0,01 h
45 semana: =9,14 (p=<0,01) wsfl #C

Al: F=2738(p<0,01) FeS#(S:=5;=5))
Efeito de momentos NESAKE e

Timepoint effect C: F=80,28 (p<0,01) FeS5; 25,2525,

Grupos: Al (antiinflamatario), C (controle) Momentos: F (fratura), S (semana)
Groups: NSAID = diclofenac-treated animals; C = controls Times: F (fracture), W (week)

Tabela 2 - Resultado da analise de perfil da variavel peso corpéreo
nos dois grupos experimentais, avaliados em cinco momentos.

Table 2 - Results of profile analysis of body weight in the
two study groups - 5 evaluation timepoints

. Lado Avaliado

upo

Group Fratura (Direito) / Fracture (Right) Controle {(Esquerdo) / Control (Left)
Al 1,16+ 0,17 bB 0,66 + 0,08 aA
C 1,01 £0,11 aB 0,70 + 0,06 aA

Grupos: Al (antiinflamatdrio), C (controle) a, b, A, B: letras diferentes indicam diferenca estatistica
(mindsculas vertical; maidsculas horizontal)

Groups: NSAID = diclofenac-treated animals, C = controls a, b, A, B different letters indicate
a statistical difference (lowercase letters vertical; capital letters horizontal)
Tabela 3 - Média e desvio padrdo do peso do osso (mg) segundo
grupo e lado avaliado

Table 3 - Bone weight (mean and standard deviation) (mg)
according to the study group and evaluated side

and load-deformation diagrams
for fractured and non-fractured
bones are shown in Figures 4
and 5.

DISCUSSION

In the present experimental
study rats were used as experi-
mental animals, mainly because
they are small and cheap 2" and
develop fast bone repair with or
with treatment "% (approximately
28 days for tibial fracture). In addi-
tion, they are often used in mo-
dels of fracture repair, among
other advantages.

Nonsteroidal antiinflamma-
tory drugs (NSAIDs) can lead to
changes in bone metabolism
and fracture repair, probably be-
cause they affect the inflamma-
tory phase of healing 7.

By inhibiting cyclooxygena-
ses they decrease the synthesis
of inflammatory mediators, inclu-
ding prostaglandings responsi-
ble for chemotaxis durign the first
phase of fracture healing, thus re-
ducing the amount of cells in the
fracture site and reabsorption of
necrotic tissue and possibly mo-
difying the amount of repair cells
essential for bone callus formati-
on A,

Diclofenac sodium (DS) was
chosen because it is one of the
most widely used NSAIDs in cli-
nical practice and has been stu-
died in laboratory animals.

Therapeutical dosage recom-

mended for rats ranges from 2 to 10 mg/kg/day. It

células no foco de fratura, diminuindo também a reabsorgao do
tecido necrotico e possivelmente alterando a quantidade de cé-
lulas de reparacéo, cruciais para a formacéo do calo 6sseo®.

Optou-se pelo diclofenaco sddico (DS) por ser um dos AINH
mais utilizados na pratica clinica e também estudado em ani-
mais de experimentagao. A dose terapéutica preconizada para
ratos € de 2 — 10 mg/kg/dia, podendo ser administrada via intra-
muscular, intraperitoneal ou subcutanea™.

Utilizou-se, portanto, a dose maxima terapéutica do DS® (10
mg/kg/dia) durante 28 dias (tempo estimado para consolida-
céo da fratura) procurando estudar o eventual maximo efeito
durante todo o processo de consolidagao.

ACTA ORTOP BRAS 12(4) - OUT/DEZ, 2004

can be given intramuscularly, intraperitoneally, and subcutaneou-
Sly [111;

In the present study, the maximal therapeutical dose of DS 4
(10 mg/kg/day) was used for 28 days (estimated time required
for a fracture to heal).

The expected maximal effect was studied throughout fractu-
re repair.

We chose the experimental model of fracture following open
perforation because this technique has been used in similar stu-
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Dentre os diversos mode-
los experimentais de fratura,
escolheu-se a fratura apos
perfuracéo aberta, pois além
de ser atécnica ja utilizada em
nosso servico para estudos
do género, permite controle
do local da fratura e menor for-
ca aplicada™.

A anélise biomecanica do
calo de fratura é reportada por
diversos autores como uma
das formas de se avaliar a
consolidagao ossea ©9.

Analisando os resultados,
observou-se que o grupo de
animais tratado com AINH nao
apresentou ganho ponderal a
partir da segunda semana,
fato que pode ser associado
a agao destas drogas na ini-
bicdo da sintese protéica (9.
Alteracdo gastrintestinal (diar-
réia), identificada nesse gru-
po, também pode ter contribu-
ido com tal achado clinico. Na
literatura esse efeito colateral
€ mencionado em doses aci-
ma de 10 mg/kg/dia™.

Com relagdo a média do
peso das tibias fraturadas,
constatou-se maior valor no
grupo tratado com DS, obser-
vagao que poderia ser expli-
cada pela maior formagao te-
cidual por provavel instabilida-
de do calo®.

A avaliagao biomecanica
foi realizada por meio da com-
paragdo dos seguintes para-
metros: carga maxima, defor-
macao absoluta e coeficiente
de rigidez.

Observou-se que 0s cor-
pos de prova dos ratos trata-
dos com AINH suportaram
menor carga de maneira sig-
nificativa antes da ruptura do
calo ésseo e também apresen-
taram maior deformacao, con-
seqUentemente gerando me-
nor coeficiente de rigidez. O
AINH reduzindo a sintese de
prostaglandinas e tromboxa-
nos provavelmente alterou o
processo de neoangiogénese,
determinando menor aporte de
oxigénio as células mesenqui-
mais. Nessas condicoes essas
células apresentariam tendén-
cia a diferenciacéo em condro-
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Figura 3 - Diagrama carga x deformagéo construido com os valores
das medianas obtidas nos ensaios mecénicos das tibias do lado
esquerdo (sem fratura)

Figure 3 - Load versus deformation diagram based upon median
values obtained upon mechanical assays of left tibias (non-fractured)

Grupo

Lado / Side

Resultado do teste

Group Direito (fratura)

Esquerdo (controle)

de fratura

Right (fracture) Left (control) Result of the fracture teste
Anikfemeiodo 18,9 (9,6-58,7)aA | 539 (50,8 -72,1)aB 2,70 (p < 0,01)
Controle 31,0 (17,1-458) bA | 650 (564 —956) bB 2,80 (p <0,01)
Control

Resultsdo do teate de grupe
Flesult of growp test

1,96 (p < 0,05)

2,79 (p <0,01)

a, b, A, B: letras diferentes indi diferenca

(mind

vertical, mailsculas herizontal)

a, b, A B different letters indicate a statistical difference (lowercase letters vertical, capital letters horizontal)
Tabela 4 - Mediana e valores minimo e méaximo da carga méxima (N)
e respectivos resultados do teste estatistico.

Table 4 - Median and minimal and maximal values of maximum load
(N) and respective statistical results.

Grupo

Lado / Side

Resultado do teste

Group Direito (fratura)

Esquerdo (controle)

de fratura

Right (fracture) Left (control) Result of the fracture teste
e 26(19-44)b8 | 19(15-2.1) a4 2,43 (p < 0,05)
Centrole 1,5 (0,6 -28) aA 1,7(14-24)al 1,07 (p> 0,015
Control
Resultado do tests do grupo
Fissult of group et 1,79 (p < 0,05) 0,08 (p = 0,05)

a, b, A, B: letras diferentes indicam diferenca estatistica (mindsculas vertical, maidsculas horizontal)
a, b, A, B: different letters indicate a statistical difference (lowercase letters vertical, capital letters horizontal)
Tabela 5 - Mediana e valores minimo e maximo de deformagéo na
carga maxima (mm) e respectivos resultados do teste estatistico.

Table 5 - Median and minimal and maximal values of deformation
upon maximum load (mm) and respective statistical results.

Lado / Side

Contral

Grupo Resultado do teste
Group Direito (fratura) Esquerda (controle) de fratura
Right (fracture) Left {control) Result of the fracture teste
ARITMeang 115 (540 -28,60)aA | 41,9 (37.6 - 56,9) aB 2,80 (p < 0,01)
Controle 27,9 (20,7 - 57,50) bA | 54,1 (38,0 -66,0) bB 2,49 (p < 0,05)

Resultado 20 testo 86 grupa
Fssult of group test

3,36 (p < 0,01)

2,64 (p < 0,01)

a, b, A, B: letras diferentes indicam diferenga estatistica (minisculas vertical; maidsculas horizontal)
a b A B different letters indicate a statistical difference (lowercase letters vertical: capital letters  horizontal)
Tabela 6 - Mediana e valores minimo e maximo do coeficiente de
rigidez (N/mm) e respectivos resultados do teste estatistico.

Table 6 - Median and minimal and maximal values of rigidity
coefficients (N/mm) and respective statistical results.

dies in our institution, allows
one to control the fracture site,
and requires less force ['* 19

The biomechanical analy-
sis of the fracture callus has
been considered by several
authors a technique of bone
repair evaluation -8,

In diclofenac-treated ani-
mals body weight gain was not
seen from the second week on.
This finding can be related to the
DS effect upon protein synthe-
sis inhibition 'Y as well as to di-
arrhea seen in DS-treated ani-
mals. This side effect has been
described in literature when do-
ses higher than 10 mg/kg/day
have been used "],

As for the mean weight of
fractured tibias, greater values
were found in DS-treated ani-
mals, which could be explai-
ned by greater tissue formati-
on due to probable callus insta-
bility 2.

Biochemical analysis evalu-
ated maximum load, absolute
deformation, and rigidity coe-
fficient.

Tibial specimens from DS-
treated rats supported signifi-
cantly lower load before bone
callus rupture and showed gre-
ater deformation and lower ri-
gidity coefficients than control
animals. NSAIDs-induced de-
creased prostaglandin and
thromboxane synthesis proba-
bly affected neoangiogenesis,
less oxygen being supplied to
mesenchymal cells. Under the-
se conditions there would be
a tendency to differentiation
into chondroblasts and fibro-
blast responsible for extrace-
llular matrix synthesis with no
calcium affinity. Therefore, an
immature and less mineralized
bone callus would develop .

The evaluation of mecha-
nical properties of non-fractu-
red tibias showed lower rigi-
dity coefficients in DS-treated
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blastos e fibroblastos respon-
saveis pela sintese de matriz
extracelular sem afinidade pelo
célcio e caracterizando-se, por-
tanto, provavel calo ésseo ima-
turo e menos mineralizado™.
A avaliacao das proprieda-
des mecanicas das tibias nao
fraturadas também revelou me-
nor coeficiente de rigidez no
grupo de ratos tratados com
DS. Essa alteracéao poderia ser
explicada pela influéncia dos
AINH ndo somente na consoli-
dagéo, mas também na home-
ostase 6ssea de maneira a es-
timular a agao reabsortiva dos
osteoclastos®).

Ro et al.® em estudo bio-
mecanico de consolidagao de
fraturas em fémur de ratos tra-
tados com indometacina de-
monstraram menor resisténcia
do calo 6sseo.

Allen et alV realizaram ava-
liacdo histoldgica de regene-
rados 6sseos em ratos trata-
dos com indometacina e as-
pirina, observaram maior por-
centagem de unido cartilagino-
sa nesses animais, tendo sido
demonstrado retardo no pro-
cesso de consolidagao.

Keller et al."” verificaram o
montante de fluxo de sangue
em calos 6sseos de coelhos
tratados com indometacina
seguido de avaliagao biome-
canica. Constatou-se menor
aporte sanguineo ao calo nas
fases iniciais da consolidacao
nos animais tratados e dimi-
nuicédo da carga maxima em
comparagao ao grupo contro-
le.

Em estudo recente, Gior-
dano et al.? confirmaram his-
tologicamente as observacoes
desses autores. Verificaram
atraso na ossificacao do calo
6sseo, na fratura de rato trata-
do com tenoxicam.

Consideragdes Clinicas

A andlise dos resultados
da presente investigacao e da

Figura 4 - Aspecto da tibia apds disseccdo mostrando o calo de fratura.

Figure 4 - View of tibia after dissection showing the callus fracture.

Figura 5 (a-d) - Tibia, com fratura, montada na maquina universal de
ensaio. Seqliencia do ensaio de flexdo até a ruptura do corpo de prova.

Figure 5 (a-d)- Tibia, with fracture, arranged in the universal teste
machine. Sequence of bending test until the rupture of the bone.

literatura existente mostram evidéncias do possivel efeito dele-

tério dos AINH no processo de reparagao 6ssea. Diante do ex-
posto 0 senso comum parece indicar que a utilizagao de AINH
em casos de fratura, quando e se necessario, deve ser feita de
maneira criteriosa, pelo menor tempo possivel, e apenas nos
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self-medication.

rats, a finding that could be
explained by the NSAID
effect upon not only fractu-
re repair, but also upon bone
homeostasis so as to stimu-
late reabsorptive action of
osteoclasts ',

In a biomechanical stu-
dy of femoral fracture repair
in indomethacin-treated rats
Ro et al. % showed less re-
sistant bone callus.

Allen et al. I histologi-
cally studied regenerated
bone in indomethacin- and
aspirin-treated rats and ob-
served a higher percentage
of cartilaginous union in the-
se animals, thus confirming
delayed fracture healing.

Keller et al. 'l observed
blood flow in bone callus in
indomethacin-treated rab-
bits and carried out a biome-
chanical evaluation.

Less blood was suppli-
ed to bone callus during the
first phases of bone repair in
treated animals, as compa-
red to animals. Another fin-
ding was decreased maxi-
mum load

In a recent study Giorda-
no et al. 1" histologically
confirmed Keller’s findigns.
They also confirmed delayed
ossification of bone callus in
tenoxicam-treated rats.

Clinical Considerations

Literature reports and the
present study show eviden-
ce of a possible deleterious
effect of NSAIDs upon bone
healing.

Therefore, NSAIDs should be carefully indicated in patients
with fracture only for short-term therapy and only if trauma-related
symptoms require their use. Patients should be instructed to avoid
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casos em que a prescricao seja indispensavel para o controle
de eventuais sintomas relacionados ao traumatismo. Os paci-
entes devem também ser orientados no sentido de evitar a auto
medicagao.

CONCLUSOES

No rato e nas condigbes observadas:

e O DS inibiu 0 ganho de peso corpéreo;

* O peso do osso fraturado foi maior nos animais tratados;
* O DS reduziu o coeficiente de rigidez do osso nao fraturado;

* O DS alterou as propriedades mecéanicas do calo 6sseo
diminuindo a Carga Maxima e Rigidez e aumentando a
deformacéo.

Esses achados permitiram concluir que houve retardo de
consolidagdo 6ssea no grupo de animais tratados com diclofe-
naco sodico.
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