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RESUMO

Schnaider TB, Silva AL, Engelman MFB, Juliano Y, Novo NF,
Schnaider GS, Schnaider CS - Estudo Histopatoldgico do Efei-
to do Tenoxicam com Agua Bidestilada ou com Cloreto de Sédio
a 0,9% no Endotélio Venoso de Coelhos

Justificativa e Objetivos - Em estudo com células endoteliais
de veias umbilicais humanas expostas a indometacina, foi
observado aumento da atividade pré-coagulante. Estudo em
coelhos comprovou a presencga de trombose nas veias
auriculares apos administragao de tenoxicam com seu diluente
ou de seu diluente isolado. N&o foram encontrados estudos na
literatura consultada que tenham avaliado o endotélio venoso
apos a administragcdo do tenoxicam, em seres humanos. O
objetivo desta pesquisa foi avaliar se o tenoxicam com cloreto
de sodioa 0,9% (NaCla 0,9%) provoca alteragbes no endotélio
venoso de coelhos, como as observadas quando associado ao
seu diluente (dgua bidestilada).

Método - Noventa coelhos (2.000 - 3.500 g) foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: Controle, com administragéo
de NaCl a 0,9%,; Experimento, com tenoxicam (20 mg)
associado a agua bidestilada ou ao NaCl a 0,9%. O volume
injetado nos dois grupos foi constante de 2 ml. A anestesia foi
induzida com maleato de acepromazina, cloridrato de
cetamina e cloridrato de xilazina, sendo a pungdo das veias
auriculares caudais direita e esquerda realizada com agulha
tipo borboleta 27G. Os animais foram mantidos no biotério por 6
h, 12 h e 24 h, novamente anestesiados e submetidos a
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eutanasia, sendo entao realizada exérese das auriculas em
sua base e posterior avaliagdo microscopica das veias.

Resultados - Observou-se trombose no grupo Experimento,
numa porcentagem de 19,4% apds administragcdo do
tenoxicam com agua bidestilada e 22,2% apd6s administragdo
do tenoxicam com NaCl a 0,9%. No grupo Controle, em que foi
injetado somente NaCl a 0,9%, nenhuma das veias apresentou
trombose.

Conclusées - Os resultados encontrados permitem concluir
que o tenoxicam, com agua bidestilada ou com solugdo de
cloreto de sédio a 0,9%, produziu trombose nas veias em que
foi injetado.

UNITERMOS: ANALGESICOS, Antiinflamatério: tenoxicam;
ANIMAL: coelho

SUMMARY

Schnaider TB, Silva AL, Engelman MFB, Juliano Y, Novo NF,
Schnaider GS, Schnaider CS - Histopathologic Study on the
Effects of Tenoxicam with Bidistilled Water or with 0.9% Sodium
Chloride in Rabbits Venous Endothelium

Background and Objectives - After exposure to
indomethacin, human umbilical vein endothelial cells have
shown increased procoagulant activity. Thrombosis in rabbit
auricular veins has been observed after injection of tenoxicam
with its diluent or of the diluent alone®. Human studies evaluat-
ing venous endothelium after tenoxican injection were not
found in the literature. This study aimed at evaluating whether
tenoxicam with 0.9% sodium chloride changes the venous en-
dothelium of rabbits as it is observed when associated to its dil-
uent (bidistilled water).

Methods - The study involved 90 rabbits (2000 and 3500 grams)
divided in two groups: Control group, which received 0.9% NaCl;
Experimental group, which received tenoxicam (20 mg) with
bidistilled water or with 0.9% NaCl. A constant volume of 2 ml
was administered to both groups. Anesthesia was induced with
acepromazine maleate, ketamine hydrochloride and xylazine
hydrochloride, and the puncture of right and left caudal auricular
veins was performed with a 27G butterfly needle. Animals were
confined for 6 hrs, 12 hrs, and 24 hrs, when they were once more
anesthetized and sacrificed, with extraction of the auriculae at
their base, followed by microscopic venous study.

Results - Thrombosis was observed in 19.4% of the Experi-
mental Group after the administration of tenoxicam with
bidistilled water and in 22.2% after the administration of
tenoxicam with 0.9% sodium chloride. In the Control group,
which has only received 0.9% sodium chloride, no thrombosis
was observed.

Conclusions - It was possible to conclude that tenoxicam, ei-
ther with bidistilled water or 0.9% sodium chloride, has induced
thrombosis in the veins it was injected.

KEY WORDS - ANALGESICS, Anti-inflammatory: tenoxicam;
ANIMAL: rabbit
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INTRODUGAO

m virtude de, na nossa clinica anestesioldgica, terem

sido encontrados pacientes que relataram sinais e sin-
tomas de vasculite (dor, calor e rubor), apés administragcéo
venosa direta do tenoxicam com agua bidestilada (seu dilu-
ente comercial), pesquisamos e, na literatura consultada,
verificamos a inexisténcia de estudos relativos a essa ocor-
réncia em seres humanos.
Nygard e col., em decorréncia da associacdo entre drogas
antiinflamatérias ndo-esterdides e lesdo microvascular ob-
servada no intestino, pesquisaram as alteragdes que ocor-
remdurante acoagulagao, em culturas com células endote-
liais de veias umbilicais humanas (HUVEC), quando expos-
tas aindometacina, a lipopolissacarideo bacteriano ou a as-
sociagdodeambos, nostemposde1h,6h,12he24h. Osau-
tores obtiveram os seguintes resultados: o lipopolissacari-
deoinduziu significante manifestacéo de atividade pré-coa-
gulante as 6 h, 12 h e 24 h, com um significante aumento da
produgao de 6-keto-PGF,, enquanto que o aumento da pro-
ducaode PGE;foi muito menos pronunciado; quando aincu-
bagao continha indometacina sozinha, esta induziu a uma
resposta de atividade pro-coagulante tempo-dependente;
quando aincubagao continhaindometacina e lipopolissaca-
rideo, aresposta da atividade pré-coagulante era muito maior
que a produzida pelas culturas contendo indometacina ou li-
popolissacarideo isolados '
Schnaider e col., em estudos experimentais em coelhos,
avaliaram pela histopatologia a presencga ou a auséncia de
trombose apds administragdo do tenoxicam com seu diluen-
te comercial e do seu diluente isolado, no endotélio venoso.
Osautores constataramaocorrénciade 19,4% de trombose,
emambos os casos 2. Desse estudo, restouumaduvida: sea
trombose foi provocada pelo tenoxicam ou pelaaguabidesti-
lada usada como diluente.
O objetivo desta pesquisa foi avaliar, pela histopatologia, se
otenoxicamcomNaCla0,9% provocaalteragées no endoté-
lio venoso de coelhos, como as observadas quando este an-
tiinflamatério é associado a agua bidestilada.

METODO

Apos aprovacido do Comité de Eticaem Pesquisa Animal, 90
coelhos (Oryctolagus cuniculus), brancos, da linhagem
Nova Zelandia, machos, com idade acima de 10 semanas,
com peso variando entre 2.000 e 3.500 gramas, foram distri-
buidos aleatoriamente em dois grupos: Experimento e Con-
trole. O grupo Experimento foi subdividido em 3 subgrupos
de 24 coelhos cada um, denominados subgrupos E6, E12 e
E24, que corresponderamrespectivamente aos periodos de
observagdode6h,12he 24 h,tendo sido administrados alea-
toriamente, nas veias auriculares caudais direitaou esquerda
de cada animal, tenoxicam/diluente ou tenoxicam/NaCl a
0,9%. O grupo Controle foisubdividido tambémem 3 subgru-
pos de 6 coelhos cada um, denominados subgrupos C6,C12
e C24, que corresponderam respectivamente aos periodos
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de observagao de 6 h, 12 h e 24 h, tendo sido administrado
NaCl a 0,9% nas veias auriculares caudais direita e esquer-
da de cada animal.

Os animais néo sofreram quaisquer restrigdes com relagao a
ingestao de alimentos e agua até o momento do experimento,
sendoentdopesados e anestesiados commaleatode acepro-
mazina a 1% na dose de 2 mg.kg™", cloridrato de cetamina na
dose de 35 mg.kg'1 e cloridrato de xilazina a 2% na dose de 5
mg.kg™", por via muscular na regigo glttea.

Passados 10 minutos, apds administragdo da anestesia,
cada animal foi posicionado em decubito dorsal sobre amesa
operatériaonde os membros toracicos e pélvicos foram conti-
dos com barbantes as extremidades da mesa.
Transcorridos 15 minutos, foitestado o plano anestésico, pes-
quisando-se o reflexo da resposta do membro pélvico direito
aoestimulodolorosonapregacutaneaentreosdigitosllelll.
Em seguida, foi realizada a anti-sepsia com alcool a 70% e
colocados os campos operatorios esterilizados. Foram pun-
cionadas as veias auriculares caudais direita e esquerda
com agulha tipo borboleta 27G. Foram injetados, aleatoria-
mente, tenoxicam/diluente ou tenoxicam/NaCl a 0,9% no
grupo Experimento e NaCla 0,9% no grupo Controle (Figura
1). Aseguir, foram demarcados os locais de pun¢éo com ca-
neta “Texta fine line 700”. Os 2 ml das substancias foram
acondicionados previamente emseringasde 3mleinjetados
na velocidade de 1 ml por 30 segundos.

Figura 1 - Puncgdo da Veia Auricular Caudal com Agulha 27G (tipo
borboleta), para Administragdo dos Farmacos

Transcorrido o tempo de evolugéo programado para cada
subgrupo (6 h, 12 h ou 24 h), os animais foram novamente
anestesiados, pela mesma técnica utilizada no inicio do ex-
perimento e submetidos a eutanasia, com injecéo intracar-
diaca de 3 ml de cloreto de potassio a 10%. Aseguir, foi feito
um corte triangular na parte rostral das auriculas e colocado
um ponto, com fio de algodao 000, na parte distal da auricula
direita. Procedeu-se, entdo, a exérese das auriculas em sua
base, as quais foram fixadas em formalina neutra tampo-
nadaa 10%, apés observagdo macroscopica das mesmas

Revista Brasileira de Anestesiologia
Vol. 52, N° 2, Margo - Abril, 2002



ESTUDO HISTOPATOLOGICO DO EFEITO DO TENOXICAM COM AGUA BIDESTILADA OU
COM CLORETO DE SODIO A 0,9% NO ENDOTELIO VENOSO DE COELHOS

(Figura2). Osrecipientes contendo as pegas cirurgicas foram
identificados comogrupo, subgrupo e onimerodo respectivo
animal. As pegas foram incluidas em parafina, sendo realiza-
dos 5 cortescom5 micrémetros de espessuracada, apartirde
1cmdolocalemquefoirealizadaapungdo,emdiregdoaparte
proximal da auricula, utilizando-se micrétomo rotativo com
navalha descartavel (Leica RM-2025). A seguir, os cortes fo-
ram colocados em laminas, corados por hematoxilina-eosina
(H-E) e cobertos por laminulas. As [aminas foram analisadas
ao microscopio optico (Lambda LQT-2) com aumentos origi-
nais de 40, 100 e 400 vezes, digitalizadas (Cadmera Samsung
SHC-410NAD)egravadasemdisquetesde 3 V2polegadas.
Paraanalise estatisticadosresultadosfoiaplicadootesteda
particdo do Qui-quadrado para tabelas 2xN, com o objetivo
de comparar, separadamente para cada grupo, os periodos
de eutanasiade 6 h,12he 24 h,emrelagao as presengas de
trombose. O mesmo teste foi aplicado para comparar as pre-
sengas do total de trombose dos grupos Controle, Tenoxi-
cam/Diluente e Tenoxicam/NaCl a 0,9%, independente do
periodo de eutanasia. Em todos os testes fixou-se em 0,05
ou5% (a<0,05)onivel paraarejeicdo dahipotese de nulida-
de, assinalando-se comumasterisco (*)e emnegrito os valo-
res significantes.

Figura 2 - Auriculas do Oryctolagus cuniculus, Animal n° 5, do Gru-
po Controle, Subgrupo 6, apds a Eutanasia, em que se obser-
va um corte triangular na parte rostral das auriculas, ponto
com fio de algod&o 000 na parte distal da auricula direita e de-
marcagéao dos locais das venopungdes

RESULTADOS

Parase estudarapresengadetrombose, foirealizadaaana-
lise estatistica em duas etapas.

Na primeira, foi utilizado o teste do Qui-quadrado para tabe-
las 2xN para comparar os periodos de eutanasiade 6 h, 12 h
e 24 h, para cada um dos grupos (Tenoxicam/NaCl a 0,9%,
Tenoxicam/Diluente e Cloreto de Sédio a 0,9%) separada-
mente, ndo se observando diferengas significantes entre os
periodos com relagédo as presengas de trombose.

Na segunda, foi utilizado o mesmo teste para comparar as
presencgas dototal de trombose dos grupos Tenoxicam/NaCl
a0,9%, Tenoxicam/Diluente e Cloretode Sédioa 0,9%, inde-
pendentemente do periodo de eutanasia, observando-se
que as porcentagens de trombose dos grupos Tenoxi-
cam/NaCl a 0,9% e Tenoxicam/Diluente foram significante-
mente maiores do que as observadas no grupo Cloreto de
Sddio a 0,9%.

Osresultados estao contidos natabelal, expressos nas figu-
ras 3 e 4 e ilustrados na figura 5.

DISCUSSAO

No quedizrespeito atrombose, independentemente da cau-
sa da agresséo, a lesdo endotelial tem uma poderosa in-
fluénciatrombogénica. Quando ocorre lesdo dacélulaendo-
telial, o sangue entraem contato com o tecido colageno adja-
cente,queinduzaagregacaodeplaquetas. Aseguir, afibrina
formaumarede fibrosa tridimensional que aprisiona eritroci-
tos, leucdcitos e plaquetas, originando trombos, que podem
crescer e até obliterar o fluxo sangiiineo °.

O fator de ativagao das plaquetas, o mais potente agente ul-
cerogénico, pode seroutra causa para o aumento da permea-
bilidade intestinal, por indugéo de trocas na vascularizagao
damucosa® ou porsua acéo nos neutréfilos °. Sua producéo
local pode ser estimulada pelos antiinflamatoérios nao-este-
roides, diretamente ou pelo desenvolvimento de uma res-
posta inflamatéria © .

Nygard e col. observaram, em culturas com células endote-
liais de veias umbilicais humanas expostas aindometacina,
que asintese de eicosandides antitromboticos era totalmen-
teinibida poreste antiinflamatériondo-esteréide, levandoos

Tabela | - Coelhos dos Grupos Experimento (Tenoxicam/NaCl a 0,9% e Tenoxicam/Diluente) e Controle (Cloreto de Sédio a
0,9%), Segundo o Tempo de Observagéo (6 h, 12 h e 24 h) e a Presenga de Trombose nas Veias Auriculares

Trombose
Obs. Experimento-Tenoxicam/NaCl a 0,9% Experimento - Tenoxicam/Diluente Controle - Cloreto de Sédio a 0,9%
Presente  Ausente Total % pres. Presente Ausente Total % pres. Presente Ausente Total % pres.
6h 2 10 12 16,7 3 9 12 25,0 0 12 12 0,0
12h 2 10 12 16,7 2 10 12 16,7 0 12 12 0,0
24 h 4 8 12 33,3 2 10 12 16,7 0 12 12 0,0
Total 8 28 36 22,2 7 29 36 19,4 0 36 36 0,0

Teste do Qui-quadrado (6 h x 12 h x 24 h, para cada grupo separadamente). Sem diferenca estatistica significante
Teste do Qui-quadrado [Tenoxicam/NaCl a 0,9% x Tenoxicam/Diluente x Cloreto de Sédio a 0,9%, independente do periodo de observagéo (6 h+12 h+24 h)].

Diferenca estatistica significante com p < 0,05
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90,0% M Tenoxicam/Diluente
80,0% O Tenoxicam/NaCl 0,9%
70,0% EmNaCl 0,9%

Presenga de Trombose

12h

Tempos de observagao

Figura 3 - Porcentagem de Veias com Presenca de Trombose, nos
grupos Controle (NaCl a 0,9%) e Experimento (Tenoxicam/Di-
luente ou Tenoxicam/NaCl a 0,9%), nos Tempos de Observa-
cdode6h,12he24h

0,
25,0% 22.2% B Tenoxicam/Diluente

19,4%
O Tenoxicam/NaCl 0,9%

W NaCl 0,9%

Presenca de Trombose

Grupos

Figura 4 - Porcentagem de Veias com Presenga de Trombose, nos
Grupos Experimento (Tenoxicam/Diluente ou Tenoxi-
cam/NaCl a 0,9%) e Controle (NaCl a 0,9%), Independente
dos Tempos de Observagao

autores a concluirem que a indometacina induz atividade
pro-coagulante nesta cultura de células '

Schnaidere col., estudando as veias auriculares caudais de
coelhos (Oryctolagus cuniculus), apés a administragédo de
tenoxicam com seu diluente comercial, observaram a pre-
senga de trombose em 19,4% das veias 2

No trabalho realizado por Nygard e col., em culturas com cé-
lulas endoteliais de veias umbilicais humanas, arespostada
atividade pré-coagulante foi tempo-dependente ', ao passo
que no trabalho realizado por Schnaider e col., em coelhos,
nao foram constatadas diferencas estatisticas significantes
entre os tempos de avaliagéo 2.
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Figura 5 - Trombose na Veia Auricular Direita do Oryctolagus cuni-
culus, Animal n° 4, do Grupo Experimento (Tenoxicam/NaCl a
0,9%), Subgrupo 24, com Aumento de 400 Vezes

Apenas a disfungéo endotelial, sem exposi¢ao do colageno
dacamada intima, é suficiente para promover atrombose. O
endotélio vascular, normalmente, proporciona uma superfi-
cie ndo-trombogénica devido a presencga de sulfato de hepa-
ran de superficie, um glicosaminoglicano relacionado coma
heparina, que, a exemplo desta ultima, € um co-fator da anti-
trombina Ill. Deste modo, o endotélio desempenha fungéo
essencial na prevengéao da ativagao plaquetaria e coagula-
c¢aointravascular. O endotélio, sendo agredido, induz ainati-
vacao de heparan e a ativagédo do fator tecidual, deixando de
produzir 6xido nitrico e prostaciclina, passando entédo a pro-
duzir endotelina. Os dois primeiros, além de vasodilatado-
res,tambéminibemaagregacao plaquetaria e afixagdodafi-
brina no trombo branco, enquanto que a endotelina é vaso-
constritora e estimula a agregacao plaquetaria e a cascata
da coagulacéo ’.

Pode-se explicarapresengadetrombose pelainibigcdode ei-
cosanoides antitromboticos induzindo atividade pro-coagu-
lante. Seria uma via alternativa a inibicao das ciclooxigena-
ses, ocorrendo produgao local do fator de ativagao das pla-
quetas ou producéo local de leucotrienos.
Outrapossibilidade, que poderiaexplicaratrombose, ocorri-
da apds a administragédo do antiinflamatdério ndo-esterdide,
seria o pH da solugao e sua relagdo com o transporte do far-
maco namembrana da célula. Aagua bidestilada apresenta
pHde6,34,ocloretodesédioa0,9%de 5,67, 0 tenoxicam/di-
luente de 8,49 e o tenoxicam/NaCl a 0,9% de 8,40. As mem-
branas celulares apresentam superficies polarizadas e hi-
drofilicas, comglicoproteinas receptoras e umagrande varie-
dade de proteinas em sua estrutura, como a transmembra-
na. O peso molecular, o estado fisico-quimico e a solubilida-
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dedeumfarmacoinfluenciamsuaabsorgéo. As substancias
lipofilicas e com pH préximo a neutralidade penetram na
membrana com maior facilidade. O tenoxicam, devido ao pH
alcalinoda solugéo, seriatransportado na membrana prova-
velmente auxiliado por uma proteina transmembrana, indu-
zindodisfungaoendotelial, diretamente ou pormeiode subs-
tancias reativas formadas durante o metabolismo.

Neste estudo, foi observada a presenca de trombose no gru-
po Experimento, tanto apds a administragao do tenoxicam
com agua bidestilada (19,4%) quanto a do tenoxicam com
cloreto de sédio a 0,9% (22,2%). Comparando-se a presen-
cadetrombose nos periodosde eutanasiade6h,12he24h,
paracadaum dos grupos separadamente, ndo foram encon-
tradas diferengas significantes de trombose entre os perio-
dos, conforme pode ser observado na tabela I.

Conclui-se entdo que o tenoxicam, tanto com agua bidestila-
daquantocomcloretode sédioa0,9%, produztrombose nas
veias em que foi administrado.

Histopathologic Study on the Effects of
Tenoxicam with Bidistilled Water or with
0.9% Sodium Chloride in Rabbits Venous
Endothelium

Taylor Brandao Schnaider, TSA, M.D., Alcino Lazaro da Silva,
M.D., Miriam de Fatima Brasil Engelman, M.D., Yara Juliano,
M.D., Neil FerreiraNovo, M.D., Gabrielle Sormanti Schnaider,
M.D., Caroline Sormanti Schnaider, M.D.

INTRODUCTION

Afterobservinginouranesthesiology clinicsome patientsre-
ferring signs and symptoms of vasculytis (pain, heat, red-
ness) after direct intravenous tenoxicam with bidistilled wa-
ter (withoutcommercial diluent), we have searchedthelitera-
turebutwereunabletofind studiesonthiseventinhumans.
Nygard et al., as a consequence of the association of
non-steroid anti-inflammatory drugs and intestinal microvas-
cularinjuries, have studied coagulation abnormalities in hu-
man umbilical vein endothelial cells exposed to indometha-
cin, bacterial lipopolysaccharides or their association, after
1 h,6 h,12 hand 24 h. The authors have found the following
results: lipolysaccharides have significantlyinduced procoa-
gulantactivityat6 h,12 hand 24 h, withasignificantincrease
in 6-keto-PGF,, while the increase in PGE; production was
less pronounced; withindomethacin alone, the procoagulant
activity was time-dependent; with Indomethacin and lipo-
polysaccharides, procoagulant response was more signifi-
cantthanthat produced by cultures with justindomethacin or
lipopolysaccharides '

Schnaider et al., in experimental studies with rabbits, have
hystopathologically evaluated the presence or absence of
thrombosis in the venous endothelium after the administrati-

Revista Brasileira de Anestesiologia
Vol. 52, N° 2, Margo - Abril, 2002

on of tenoxicam with its commercial diluent or its diluent alo-
ne. Authors have found 19.4% thrombosisin both cases ?, but
this study has raised a question: was thrombosis caused by
tenoxicam or by bidistilled water used as a diluent.

This study aimed at hystopathologically evaluating whether
tenoxicam with 0.9% NaCl would change rabbits venous en-
dothelium similarly to what is seen when this anti-inflamma-
tory is associated to bidistilled water.

METHODS

After the Animal Research Ethical Committee approval, 90
white, New Zealand, male rabbits (Oryctolagus cuniculus),
aged above 10 weeks, weighing 2000 to 3500 grams, were
randomly distributed in two groups: Experimental and Con-
trol. The Experimental group was subdivided in 3 subgroups
of 24 rabbits each, which were called E6, E12 and E24, cor-
responding respectively to 6 h, 12 h and 24 h of observation
and randomly receiving tenoxicam/diluent or tenoxi-
cam/0.9% NaCl in the right or left caudal auricular vein. The
Controlgroupwasalso subdividedin 3 subgroups of 6 rabbits
each, whichwere called subgroups C6, C12and C24, corres-
ponding respectively to 6 h, 12 h and 24 h of observation and
receiving0.9% NaClintherightorleftcaudalauricularvein.
There were no food and water restrictions until beginning of
the experiment, when animals were weighed and anestheti-
zedwithmuscular 1% acepromazine maleate (2mg.kg™), ke-
tamine hyodrochloride (35mg.kg™")and 2% xilazine hydroch-
loride (5 mg.kg‘1) in the gluteal region.

Ten minutes after anesthesia, animals were placed in the su-
pine positionand chestand pelviclimbs were tied with strings
to the table’s edges.

After 15 minutes, anestheticdepth was tested by response of
right pelvic limb to a painful stimulus in the skin fold between
digits Il and IlI.

Next, antisepsis was performed with 70% alcohol and ani-
mals were covered with sterilized drapes. Right and left cau-
dalauricularveins were punctured with a 27G butterfly need-
le. The following drugs were randomly injected: tenoxi-

Figure 1 - Caudal Auricular Vein Puncture with 27G Butterfly Needle
for Drug Administration
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cam/diluent or tenoxicam/0.9% NaCl in the Experimental
groupand 0.9% NaClinthe Control group (Figure 1). Punctu-
re sites were then marked with a “Texta fine line 7000” pen.
Substances (2 ml)were previously packagedin 3 mlsyringes
and were injected at the speed of 1 ml for 30 seconds.

Afterthe evolutiontime scheduled foreach subgroup (6 h,12h
or 24 h), animals were again anesthetized by the same tech-
nique used in the experiment, and sacrificed with 3 ml intra-
cardiac 10% potassium chloride. Next, a triangular cut was
performed atthe auricles rostral portion and a stitch, with 000
cottonthread was placed at the distal portion of the right auri-
cle. Auricles were then resected at their base and placed in
10% neuter buffered formalin after macroscopic observation
(Figure 2). Containers with surgical specimens were identified
by group, subgroup and animal’s number. Specimens were
place in wax and 5 sections with 5 micrometers of width each
were performed at 1 cm from the puncture site, proximal to
the auricle, using a rotating mocrotome with disposable bla-
de (Leica RM-2025). Sections were then placed in thin pla-
tes, died with hematoxylin-eosin (H-E) and covered by glass
slides. Plates were analyzed by optical microscopy (Lambda
LQT-2)with originalenhancements of 40, 100 and 400 times,

Figure 2 - Auricles from Oryctolagus cuniculus, Rabbit n® 5, from
Control Group, Subgroup 6, after euthanasia, were it is possi-
ble to observe a triangular section at auricles rostral side, stitch
with cotton thread 000 at right auricle distal portion and venous
puncture sites demarcation

digitized (Samsung SHC-410 NAD Camera) and writtenin 3
2 diskettes.

Chi-square partitiontestfor 2xN tables was used tocompare,
foreach group, 6 h, 12 h and 24 h of euthanasia with regards
to thrombosis. The same test was applied to compare total
thrombosis incidence in tenoxicam/diluent and tenoxi-
cam/0.9% NaCl Control groups, regardless of the euthana-
sia time. Significance level was 0.05 or 5% (o < 0.05) for all
tests and a bold star (*) was used to highlight significant va-
lues.

RESULTS

To analyze the incidence of thrombosis, statistical analysis
was performed in two stages. In the first stage, Chi-square
test for 2xN tables was used to compare euthanasia periods
of6h,12hor24h,foreachgroup (Tenoxicam/0.9% NacCl, Te-
noxicam/Diluentand 0.9% NaCl)without significant differen-
ces among periods.

Inthe second stage, the same test was used to compare total
thrombosis of Tenoxicam/0.9% NaCl and Tenoxicam/Diluent
and 0.9% NaCl groups, regardless of the euthanasia period,
observing that Tenoxicam/0.9% NaCl and Tenoxicam/Dilu-
ent groups thrombosis incidence was significantly higher
than in the 0.9% NaCl group.

Results are shownintablel, expressedinfigures 3 and 4 and
illustrated in figure 5.

DISCUSSION

Regardless of the triggering aggression, endothelial injuries
suffer a major thormbogenic influence. When there is an en-
dothelial cellinjury, blood gets in touch with the adjacent col-
lagen tissue which induces platelet aggregation. Next, fribin
forms a tridimensional fibrous net which traps erythrocytes,
leucocytes and platelets originating thrombi, which may
grow and even block blood flow 5,

Platelets activation factor, most potent ulcerogenic agent,
may be another cause for increased intestinal patency, by
mucosal vascularization exchanges induction “or by acting
on neutrophils °. Its local production may be directly stimula-

Table | - Experimental Groups (Tenoxicam/0.9% NaCl and Tenoxicam/Diluent) and Control Group Rabbits (0.9% sodium
chloride), According to the Observation Period (6 h, 12 h and 24 h) and the Presence of Thrombosis in Auricular Veins

Thrombosis
Obs. Experimental-Tenoxicam/0.9% NaCl Experimental -Tenoxicam/Diluent Control - 0.9% Sodium Chloride
Present Absent Total % pres. Present Absent Total % pres. Present Absent Total % pres.
6h 2 10 12 16.7 3 9 12 25.0 0 12 12 0.0
12h 2 10 12 16.7 2 10 12 16.7 0 12 12 0.0
24 h 4 8 12 33.3 2 10 12 16.7 0 12 12 0.0
Total 8 28 36 22.2 7 29 36 19.4 0 36 36 0.0

Chi-square test (6 h x 12 h x 24 h, for each group separately). Without statistical significance
Chi-square test [Tenoxicam/0.9% NaCl x Tenoxicam/Diluent x 0.9% Sodium Chloride, regardless of observation period (6 h+12 h+24 h)]. Statistically signifi-

cant difference; p < 0.05
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OR WITH 0.9% SODIUM CHLORIDE IN RABBITS VENOUS ENDOTHELIUM

90% M Tenoxicam/Diluent
‘,ﬁ 80% O Tenoxicam/0.9% NaCl
(72
é 70% W 0.9% NaCl
o 60%
=
5 50%
8 40%
2 30% 25:0% 33.3%
i 16.7%

12h

24h

Observation Times

Figure 3 - Percentage of Thrombotic Veins in Control (NaCla 0.9%)
and Experimental groups (Tenoxicam/Diluent or Tenoxi-
cam/0.9% NacCl), in Observation Times of 6 h, 12 h e 24 h

W Tenoxicam/Diluent

O Tenoxicam/0.9% NaCl

W 0.9% NaCl

Presence of Thrombosis

Groups

Figure 4 - Percentage of Thrombotic Veins in Control (NaCla 0.9%)
and Experimental groups (Tenoxicam/Diluent or Tenoxi-
cam/0.9% NaCl), regardless of Observation Times

ted by NSAIDs or by the developmentofaninflammatoryres-
ponse °.

Nygard et al. have observed in human umbilical vein endot-
helial cells exposed to Indomethacin, that the synthesis of
anti-thrombotic eicosanoids was totally inhibited by this
NSAID, leading them to conclude that Indomethacininduces
procoagulant activity in these cell cultures '

Schnaider et al., studying caudal auricular veins of rabbits
(Oryctolagus cuniculus) after tenoxicam administration with
itscommercial diluent, have observedthe presence ofthrom-
bosis in 19.4% of veins °.

Revista Brasileira de Anestesiologia
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Figure 5 - Right Auricular Vein Thrombosis of Oryctolagus cunicu-
lus, Animal n° 4, of Experimental Group (Tenoxicam/0.9%
NaCl), Subgroup 24, Enhanced 400 Times

Inastudy by Nygard etal. with human umbilical vein endothe-
lial cell cultures, procoagulant activity was time-dependent1,
whereasinthe study by Schnaideretal., no statistically signi-
ficant differences were found in rabbits among evaluation ti-
mes 2.

The endothelial dysfunction alone, without exposure to the
intima layer collagen, is enough to promote thrombosis. In
general, the vascular endothelium has a non-thrombogenic
surface due to the presence of surface heparan sulphate, a
heparin-related glycosaminoglycan which, as heparin, is an
anti-thrombin Il co-factor. So, the endothelium plays an es-
sential role in preventing platelet aggregation and intravas-
cular coagulation. When aggressed, the endothelium indu-
cesheparanandtissue factoractivation, nolongerproducing
nitric oxide and prostacyclins, but producing endothelin. The
twoformeragents, inadditiontobeingvasodilators, alsoinhi-
bit platelet aggregation and fibrin fixation to the white throm-
bus, while endothelinis vasoconstrictorand stimulates plate-
let aggregation and the coagulation cascade T
Thrombosis may be explained by the inhibition of anti-throm-
botic eucosanoids, thus inducing procoagulant activity. This
wouldbe an alternative pathway for cycloxygenase inhibition
withlocal plateletactivationfactororleucotriens production.
Another hypothesis to explain thrombosis after NSAIDs ad-
ministration would be the solution’s pH and its relation with
drug transportation in the cell membrane. Bidistilled water
hasapHof6.34,0.9% sodium chloride of 5.67, tenoxicam/di-
luentof8.49andtenoxicam/0.9% NaClof8.40. Cellmembra-
nes have polarized and hydrophilic surfaces with receptor
glucoproteins and a wide variety of structural proteins, such
as transmembrane. Drugs molecular weight, physical-che-
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mical properties and solubility may influence their absorpti-
on. Lipophylic solutions with a pH close to neutrality easily
penetrate the membrane. Tenoxicam, due to its alkaline pH,
would be transported inthe membrane, probably helped by a
trasmembrane protein, directly inducing endothelial
dysfunction or by means of reactive substances generated
during metabolism.

In our study, thrombosis was observed in the Experimental
group both after tenoxicam plus bidistilled water administra-
tion (19.4%) and after tenoxicam plus 0.9% NaCl (22.2%). In
comparing the incidence of thrombosisin6 h, 12 h and 24 h
euthanasia periods for each group separately, no significant
differences were foundamong periods, asshownintablel.
The conclusion was that tenoxicam, both with bidistilled wa-
terand 0.9% sodium chloride, produces thrombosisinthe ve-
ins used for its administration.
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RESUMEN

Schnaider TB, Silva AL, Engelman MFB, Juliano Y, Novo NF,
Schnaider GS, Schnaider CS - Estudio Histopatologico del
Efecto del Tenoxican con Agua Bidestilada o con Cloreto de So-
dio a 0,9% en el Endotélio Venoso de Conejos

Justificativa y Objetivos - En estudio con células endoteliales
de venas umbilicales humanas expuestas a la indometacina,
fue observado aumento de la actividad pré-coagulante.
Estudio en conejos comprobd la presencia de trombosis en las
venas auriculares después de la administraciéon de tenoxicam
con su diluyente o de su diluyente aislado. No fueron
encontrados estudios en la literatura consultada que hayan
evaluado el endotélio venoso después de la administracion de
tenoxicam, en seres humanos. El objetivo de esta pesquisa fue
evaluar se el tenoxicam con cloreto de sodio a 0,9% (NaCl a
0,9%) provoca alteraciones en el endotélio venoso de conejos,
como las observadas cuando asociado a su diluyente (agua
bidestilada).

Método - Noventa conejos (2.000 - 3.500 g) fueron distribuidos
aleatoriamente en dos grupos: Control, con administracion de
NaCl a 0,9%, Experimento, con tenoxicam (20 mg) asociado a
agua bidestilada o al NaCl a 0,9%. El volumen inyectado en los
dos grupos fue constante de 2 ml. La anestesia fue inducida
con maleato de acepromazina, clorhidrato de cetamina y
clorhidrato de xilazina, siendo la punciéon de las venas
auriculares caudales derecha e izquierda realizada con aguja
tipo mariposa 27G. Los animales fueron mantenidos en el
biotério por 6 h, 12 h e 24 h, nuevamente anestesiados y
sometidos a eutanasia, siendo entonces realizada exéresis de
las auriculas en su base y posterior evaluacién microscopica
de las venas.

Resultados - Se observo trombosis en el grupo Experimento,
en una porcentaje de 19,4% después de administracion del
tenoxicam con agua bidestilada y 22,2% después
administracion del tenoxicam con NaCl a 0,9%. En el grupo
Control, en que fue inyectado, solamente NaCl a 0,9%, ninguna
de las venas presento trombosis.

Conclusiones - Los resultados encontrados permiten concluir
que el tenoxicam, con agua bidestilada o con solucién de
cloreto de sodio a 0,9%, produjo trombosis en las venas en que
fue inyectado.
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