
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO 
PRÓ-REITORIA DE PÓS-GRADUAÇÃO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS VETERINÁRIAS - PPGVET 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DÁBILA ARAÚJO SONEGO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EFEITOS SISTÊMICOS E NA SUPERFÍCIE OCULAR DE CÃES SUBMETIDOS À 
INSTILAÇÃO DE CETOROLACO DE TROMETAMOL POR 30 DIAS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cuiabá 
2023 



 

 

DÁBILA ARAÚJO SÔNEGO 
 

 

 

 
EFEITOS SISTÊMICOS E NA SUPERFÍCIE OCULAR DE CÃES SUBMETIDOS À 

INSTILAÇÃO DE CETOROLACO DE TROMETAMOL POR 30 DIAS 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-

graduação em Ciências Veterinárias da 

Faculdade de Medicina Veterinária, da 

Universidade Federal de Mato Grosso, para a 

obtenção do título de Doutora em Medicina 

Veterinária, área de concentração Clínica Médica 

e Cirúrgica de Animais Domésticos e Silvestres.  

 

 

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Pinto Ribeiro 

 

 

 

 

Cuiabá 
2023 

  



 

 

  



 

 

 

 
 



 

 

  
  



 

 

Agradecimentos  

 

À CAPES, pela bolsa de estudos,  

A Dra Natalie Dower, por disponibilizar o aperelho OSAVET, 

Ao laboratório de Patologia Clínica do HOVET-UFMT, pela colaboração na 
realização de exames



 

 

SUMÁRIO 

 
CAPÍTULO 1. Efeitos do colírio cetorolaco de trometamol no hemograma, na 

bioquímica sérica e na urinálise em cães saudáveis ................................................... 8 

RESUMO ................................................................................................................. 8 

ABSTRACT .............................................................................................................. 9 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................ 10 

2. OBJETIVOS .................................................................................................... 11 

3. REVISÃO DA LITERATURA ........................................................................... 11 

3.1. Cascata do ácido aracdônico e ação geral dos antiinflamatórios não 

esteroidais (AINEs) ............................................................................................. 11 

3.2. Cetorolaco de trometamol (CT) ................................................................. 12 

3.3. Efeitos adversos relacionados aos AINEs ................................................ 12 

4. MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................... 13 

4.1. Aspectos éticos ......................................................................................... 13 

4.2. Seleção de cães ....................................................................................... 14 

4.3. Avalição sistêmica .................................................................................... 14 

4.4. Tratamentos e procedimentos .................................................................. 15 

4.5. Análise estatística ..................................................................................... 15 

5. RESULTADOS ................................................................................................ 16 

6. DISCUSSÃO ................................................................................................... 18 

7. CONCLUSÃO .................................................................................................. 24 

REFERÊNCIAS...................................................................................................... 25 

CAPÍTULO 2. Efeitos do cetorolaco de trometamol tópico nos parâmetros lacrimais, 

na densidade de células caliciformes e no estresse oxidativo da conjuntiva de cães 

saudáveis .................................................................................................................. 28 

RESUMO ............................................................................................................... 28 

ABSTRACT ............................................................................................................ 29 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................ 30 

2. OBJETIVOS .................................................................................................... 31 

3. REVISÃO DE LITERATURA ........................................................................... 32 

3.1. Soluções oftálmicas a base anti-inflamatórios não esteróides (AINEs) .... 32 

3.2. O sistema lacrimal .................................................................................... 33 

3.3. Avaliação do filme lacrimal ........................................................................ 34 

3.4. Biomarcadores do estresse oxidativo ....................................................... 36 

4. MATERIAL E MÉTODOS ................................................................................ 36 



 

 

4.1. Aspectos éticos ......................................................................................... 36 

4.2. Critérios de inclusão ................................................................................. 37 

4.3. Tratamentos .............................................................................................. 37 

4.4. Avaliação do filme lacrimal e meibografia ................................................. 37 

4.5. Biópsia conjuntival e determinação da densidade de células caliciformes 

(DCC) .................................................................................................................. 41 

4.6. Quantificação de biomarcadores de estresse oxidativo (BEO) ................. 42 

4.7. Análise estatística ..................................................................................... 42 

5. RESULTADOS ................................................................................................ 43 

5.1. Avaliação do filme lacrimal e meibografia ................................................. 43 

5.2. Densidade de células califormes (DCC) conjuntivais ................................ 48 

5.3. Biomarcadores do estresse oxidativo (BEO) ............................................ 51 

6. DISCUSSÃO ................................................................................................... 53 

7. CONCLUSÃO .................................................................................................. 59 

REFERÊNCIAS...................................................................................................... 61 

ANEXO I. Comprovante de submissão do artigo “Effects of trometamol ketorolac eye 

drops on blood count, serum biochemistry, and urinalysis in healthy dogs” ao 

periódico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e Zootecnia, quallis B1 ........... 70 

APÊNDICE A – Arquivo submetido ao periódico Arquivo Brasileiro de Medicina 

Veterinária e Zootecnia ............................................................................................. 71 

ANEXO II. Comprovante de submissão do artigo “Effects of topical trometamol 

ketorolac on tears parameters, goblet cell density and the oxidative stress of the 

conjunctiva of healthy dogs” ao periódico Veterinary Ophtalmology, fator de impacto 

1,44 ........................................................................................................................... 81 

APÊNDICE B – Submissão ao periódico Veterinary Ophtalmology .......................... 83 

APÊNDICE C – Artigo aceito e publicado no periódico  Acta Scientiae Veterinariae

 ................................................................................................................................ 104 

 
 



 

8  

 

CAPÍTULO 1. Efeitos do colírio cetorolaco de trometamol no hemograma, na 
bioquímica sérica e na urinálise em cães saudáveis 

 

RESUMO 
 

Objetivou-se avaliar se a instilação de solução oftálmica de anti-inflamatório não 
esteroidal a base de cetorolaco de trometamol durante 30 dias consecutivos alteraria 
os parâmetros clínicos, em hemograma, bioquímica sérica e na urinálise de cães 
saudáveis. Onze cães de pequeno porte (2,9-10 kg) com idades entre 2 e 10 anos 
foram recrutados para a pesquisa. Os cães foram tratados a cada 12 h com 40 μL de 
cetorolaco de trometamol a 0,4% em ambos os olhos, durante 30 dias consecutivos. 
As coletas de sangue e urina foram realizadas para obtenção de valores basais e aos 
15 e 30 dias após o início do tratamento. A creatinina se elevou de forma significativa 
decorridos 15 (1,21 ± 0,1 mg/ dL) e 30 dias (1,22 ± 0,1 mg/ dL) da avaliação basal 
(0,94 ± 0,1mg/ dL) (p <0,01). O potássio se elevou significativamente apenas ao 30º 
dia (4,66 ± 0,15 mEq /L), comparativamente a avaliação do 15º dia (4,32 ± 0,12 mEq 
/L) e ao basal (4,36 ± 0,15 mEq /L) (p < 0,05). Embora a significância, tanto creatinina 
quanto potássio permaneceram dentro do intervalo de referência para a espécie. Os 
demais parâmetros hematológicos, bioquímicos e urinários não se alteraram de forma 
significativa durante o estudo (p > 0,05), concluindo que a instilação de cetorolaco de 
trometamol por 30 dias não provocou alterações relevantes nestes parâmetros, em 
cães saudáveis. 
 
Palavras-chave: creatinina, sódio, AINE tópico, absorção sistêmica.  
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Effects of trometamol ketorolac eye drops on blood count, serum 
biochemistry, and urinalysis in healthy dogs 

 

ABSTRACT 

This study aimed to evaluate whether the instillation of a non-steroidal anti-
inflammatory ophthalmic solution based on trometamol ketorolac for 30 consecutive 
days may change the blood count, the serum biochemistry profile, and the urinalysis 
of healthy dogs. Eleven small breed dogs (2.9-10 kg), with ages ranging from 2 to 10 
years were enrolled in the study. Dogs received 40 μL of 0.4% trometamol ketorolac 
eye drops, every each 12 h in both eyes for 30 consecutive days. Blood and urinary 
samples were collected at baseline, and following 15 and 30 days of the beginning of 
the treatment. Creatinine levels increased significantly at day 15 (1.21 ± 0.1 mg/dL) 
and 30 (1.22 ± 0.1 mg/dL) when compared with baseline (0.94 ± 0.1mg/dL) (p < 0.01). 
Significantly increased values of serum potassium were observed only at day 30 (4.66 
± 0.15 mEq/L), when compared with day 15 (4.32 ± 0.12 mEq/L) and baseline (4.36 ± 
0.15 mEq/L) (p < 0.05). The other hematological and biochemical parameters did not 
change significantly during the study (p > 0.05). Despite significance, both creatinine 
and potassium remained within the reference range for the species. The other 
hematological, biochemical and urinary parameters did not change significantly during 
the study (p > 0.05), concluding that the instillation of trometamol ketorolac for 30 days 
did not cause relevant changes in these parameters in healthy dogs. 

Keywords: creatinine, sodium, lactate, topical NSAID, systemic absorption.  
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1. INTRODUÇÃO 

Quando soluções oftálmicas são instiladas, uma porção do fármaco é 

absorvida sistemicamente via vasos conjuntivais e drenagem nasolacrimal, onde pode 

ser absorvida pela mucosa nasal ou deglutida (SEGABB et al., 2020; EWALD et al., 

2022).  

A ocorrência de eventos sistêmicos adversos secundários a instilação ocular 

de AINEs, embora rara, foi relatada em seres humanos, como a inibição in vitro da 

função plaquetária e exacerbação da asma brônquica (FALCINELLI et al., 2019; 

SYED et al., 2021). A absorção sistêmica após a instilação de AINEs oftálmicos 

também foi confirmada em frangos, coelhos e gatos (HSU et al., 2015; LANUZA et al., 

2016; GRIGGS et al., 2017; PEREIRA et al., 2019).  

Em frangos, a administração tópica de diclofenaco em um ou ambos os olhos 

diminuiu os níveis de proteína total, mas não alterou os níveis plasmáticos de ácido 

úrico (GRIGGS et al., 2017). Da mesma forma, Pereira et al. (2019) demonstraram 

que coelhos tratados por 90 dias com uma solução oftálmica tópica de cetorolaco de 

trometamol (CT) não desenvolveram eventos sistêmicos adversos com base em sinais 

clínicos, consumo de alimentos, achados laboratoriais e histopatologia dos rins e do 

fígado. Dois estudos em gatos saudáveis mostraram que a instilação de diclofenaco 

ou flurbiprofeno como soluções oftálmicas, não induziu anormalidades clinicamente 

relevantes no hemograma total, na urinálise ou perfil bioquímico sérico de algumas 

enzimas (HSU et al., 2015; LANUZA et al, 2016). Entretanto, em um desses estudos, 

Hsu et al. (2015) relataram que gatos tratados com diclofenaco apresentaram redução 

singificativa na taxa de filtração glomerular (TFG), presumivelmente devido à 

hipovolemia iatrogênica 

Desconhencem-se estudos anteriores reportando possíveis eventos sistêmicos 

adversos após a administração de AINEs tópicos como soluções oftálmicas em cães. 

Considerando que cães são comumente tratados com medicações tópicas, incluindo 

AINEs, por longos períodos antes e após a cirurgia de catarata, é importante avaliar 

as possíveis alterações nos parâmetros sistêmicos em indivíduos que recebem essa 

classe de medicamentos. 

 



 

11  

 

2. OBJETIVOS 
 

Portanto, o presente estudo teve como objetivo investigar se a instilação de 

CT por 30 dias consecutivos afetaria os valores de hematócrito, hemoglobina, 

plaquetas, leucograma, albumina, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina 

(FA), uréia, creatinina, lactato, sódio, potássio e parâmetros da urinálise em cães 

saudáveis. 

 

3. REVISÃO DA LITERATURA 
 

3.1. Cascata do ácido aracdônico e ação geral dos antiinflamatórios não 

esteroidais (AINEs)  

A ocorrência de qualquer tipo de injúria celular provoca a liberação do ácido 

araquidônico da membrana celular pela ação da fosfolipase A2 (GORNIAK, 2011). Em 

seguida, o ácido araquidônico sofre a ação das enzimas cicloxigenase (COX) e 

lipoxigenase (LOX). A COX converte o ácido araquidônico em prostaglandinas, 

tromboxanas e prostaciclinas, enquanto a LOX converte em leucotrienos, 

hidroperóxido e hidroxieicosatetranóicos (WOERDT, 2001). A cicloxigenase-1 (COX-

1) é responsável pela conversão do ácido araquidônico em tromboxanos (tromboxano 

A2), prostaglandinas (PGD2, PGE, PPGF2) e prostaciclinas (PGI2) enquanto a 

cicloxigenase-2 (COX-2) produz um grande espectro de prostaglandinas, 

especificamente PGE2 e prostaciclinas (SPARKES et al., 2010). A PGE2 é a 

prostaglandina mais importante, pois atua como mediador dos sinais típicos da 

inflamação: rubor, calor, dor, tumor e diminuição da função (STAREK, 2011). 

A COX-1 é considerada constituinte predominante expresso em quase todos 

os tecidos e envolvendo a produção de prostaglandinas responsáveis por manter as 

funções do tecido como efeito citoprotetor da mucosa gástrica, função plaquetária e 

manutenção da perfusão renal. A COX-2 aparece de forma mais restrita, embora 

presente como COX-1 no sistema nervoso central, rins, endotélio vascular, trato 

reprodutivo e gastrointestinal, onde contribui para funções de homeostase. É induzida 

e permanece indetectível em células não estimuladas de mamíferos, sendo expressa 

abundantemente durante a inflamação, regulando a síntese de PGE2, que por sua vez 

exerce atividade imunossupressora e vasodilatadora, melhorando a permeabilidade 
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vascular e facilitando a invasão patogênica (KIM et al., 2006; SPARKES et al., 2010). 

Portanto, a COX-1 é a enzima predominantemente constitutiva, enquanto a COX-2 é 

a enzima predominantemente induzida por mediadores como as citocinas e 

diretamente associada a processos patológicos (SPARKES et al., 2010; GORNIAK, 

2011).  

Os AINES podem inibir ao mesmo tempo a(s) COX(s), enzima responsável por 

catalisar a conversão de ácido araquidônico em prostaglandinas (HILTON et al., 

2011). São classificados de acordo com a seletividade em inibir uma ou mais 

isoformas da enzima COX (MCCANN et al., 2005; RANKIN et al., 2013). 

 

3.2. Cetorolaco de trometamol (CT)  

O CT é um AINE não seletivo para as COXs, pertencendo ao grupo do ácido 

heteroaril acético (WATERBURY, 2018). Em cães, a dose recomendada pela via 

intravenosa (IV) é de 0,5 mg/kg, sendo que a sua ligação com as proteínas 

plasmáticas é de 98,7% (CAGNARDI et al., 2013).  Nessa espécie, o CT atinge a sua 

máxima concentração plasmática de 2,48 µ/mL nos primeiros minutos após a sua 

admnistração, sendo que a eliminação da sua meia vida leva 10,95 h (CAGNARDI et 

al., 2013). Em cães, a administração direta de CT a 0,3% na câmara anterior atingiu 

níveis vítreos e retinianos significativos, mesmo após 10 h de sua administração 

(WATERBURY, 2018).  

O CT é um AINE comumente prescrito como solução oftálmica em 

oftalmologia veterinária. Em comparação com os corticosteroides tópicos, os AINEs 

tópicos são uma escolha terapêutica mais prudente no tratamento de pacientes com 

diabetes que apresentam ceratouveíte ulcerativa ou abscessos estromais (GIULIANO, 

2004).  

 

3.3. Efeitos adversos relacionados aos AINEs 

Em cães, os efeitos adversos associados ao uso de AINEs sistêmicos incluem 

distúrbios gastrointestinais, discrasias sanguíneas, hipoproteinemia, 

broncoconstrição, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (GIULIANO, 2004; LIESER et 

al., 2021). Após a instilação de soluções oftálmicas, uma porção do fármaco é 
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absorvida sistemicamente via vasos conjuntivais e drenagem nasolacrimal, onde pode 

ser absorvida pela mucosa nasal ou deglutida (SEGABB et al., 2020; EWALD et al., 

2022).  

A ocorrência de eventos sistêmicos adversos secundários a instilação ocular 

de AINEs, embora rara, foi relatada em seres humanos, como a inibição in vitro da 

função plaquetária e exacerbação da asma brônquica (FALCINELLI et al., 2019; 

SYED et al., 2021). A absorção sistêmica após a instilação de AINEs oftálmicos 

também foi confirmada em frangos, coelhos e gatos (HSU et al., 2015; LANUZA et al., 

2016; GRIGGS e al., 2017; PEREIRA e al., 2019). Em frangos, a dministração tópica 

de diclofenaco em um ou ambos os olhos diminuiu os níveis de proteína total, mas 

não alterou os níveis plasmáticos de ácido úrico (GRIGGS et al., 2017). Da mesma 

forma, Pereira et al. (2019) demonstraram que coelhos tratados por 90 dias com uma 

solução oftálmica tópica de CT não desenvolveram eventos sistêmicos adversos com 

base em sinais clínicos, consumo de alimentos, achados laboratoriais e histopatologia 

dos rins e do fígado. Dois estudos em gatos saudáveis mostraram que a instilação de 

diclofenaco ou flurbiprofeno como soluções oftálmicas, não induziu anormalidades 

clinicamente relevantes no hemograma total, na urinálise ou perfil bioquímico sérico 

de algumas enzimas (HSU et al., 2015; LANUZA et al, 2016). Entretanto, em um 

desses estudos, Hsu et al. (2015) relataram que gatos tratados com diclofenaco 

apresentaram redução singificativa na taxa de filtração glomerular (TFG), 

presumivelmente devido à hipovolemia iatrogênica. 

A eficácia do CT em reduzir a síntese de PGE2 ou a quantificação da sua taxa 

de absorção sistêmica após administração como solução oftálmica nunca foram 

determinadinados em cães.  

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Aspectos éticos 

O projeto foi submetido ao Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), sob o número de protocolo 

23108.043452/2022-05. 



 

14  

 

 

4.2. Seleção de cães  

Quatro cães machos castrados e sete cadelas castradas (n=11), com idades 

entre 2 e 10 anos e peso de 1,9 a 10,3 kg foram incluídos neste estudo. As raças 

incluídas foram as seguintes: Schnauzer (1), Pincher (3), Dachshund (1), Yorkshire 

Terrier (2) e sem raça definida (4). Anamnese e exame físico geral foram realizados 

em cada paciente, avaliando mucosas, ausculta pulmonar e cardíaca, palpação de 

linfonodos, temperatura corporal, presença de ectoparasitas, e tempo de 

preenchimento capilar. Os critérios de exclusão foram perfil do tutor, comportamento 

agressivo ou intolerância a contensão, tratamento atual ou recente (30 dias antes) 

com qualquer medicamento oftálmico sistêmico ou tópico e histórico de alterações 

oftálmicas ou qualquer outra comorbidade sistêmica conhecida. 

 

4.3. Avalição sistêmica   

Foram coletados 5 mL de sangue da veia jugular para avaliação hematológica 

(hematócrito, hemoglobina, plaquetas, leucograma e proteína total) e análise 

bioquímica sérica (albumina, ALT, FA, uréia, creatinina, lactato, sódio e potássio) de 

cada cão. Para a realização de alguns dos exames laboratoriais descritos acima, 

foram utilizados analisadores hematológicos automatizados (pocH-100iv Diff, Sysmex, 

Brasil) e bioquímicos (CM 250, Wiener lab group, Brasil). As contagens de hematócrito 

e plaquetas foram determinadas manualmente usando microscopia de luz. Os níveis 

de lactato foram determinados com um lactímetro portátil (Accutrend Plus®, Roche, 

Brasil). Os níveis de sódio e potássio foram medidos usando um analisador de 

eletrólitos (EasyLite, Grupo Kovalent, Brasil). 

Amostras frescas de urina foram coletadas via cistocentese guiada por 

ultrassom em cadelas e cateterismo uretral em cães machos para realização da 

urinálise e determinação da relação de proteína/creatinina (PCU). Na urinálise, a 

densidade específica foi medida por refratometria (Atago Refractometer®). O pH e 

outros parâmetros químicos foram avaliados com tiras reagentes (Combur10 Test UX, 

Roche, Brasil) e registrados em leitor específico (Urisys 1100, Roche, Brasil). Todos 

os procedimentos laboratoriais foram realizados em cada cão, aproximadamente uma 
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semana antes do início do estudo para garantir que todos os indivíduos estivessem 

saudáveis para determinação dos valores basais. 

 

4.4. Tratamentos e procedimentos 

Uma vez selecionados, os 11 cães receberam 40 μL de solução oftálmica CT 

0,4% em ambos os olhos, a cada 12 h, por 30 dias consecutivos. O estado geral dos 

animais e a tolerância gastrointestinal (ingestão alimentar, vômitos, diarreia e melena) 

aos AINEs foram avaliados diariamente. Exame físico, peso corporal e parâmetros 

sanguíneos e urinários foram avaliados até um dia antes, 15 e 30 dias após o início 

do tratamento com CT. Todos os cães incluídos no estudo foram mantidos em suas 

casas, tratados e examinados diariamente por veterinários envolvidos no estudo. Para 

coleta de amostras de sangue e urina, os cães foram levados ao hospital e conduzidos 

pelos mesmos veterinários. Uma mensagem automática foi enviada duas vezes ao 

dia, a todos os veterinários participantes do estudo, como um lembrete para verificar 

se o tratamento estava sendo administrado corretamente, e perguntando sobre a 

ocorrência de vômito, diarreia, melena ou anorexia. Os participantes que não 

respondessem às mensagens ou não conseguissem administrar os tratamentos em 

um determinado momento, tiveram seus cães excluídos do estudo. 

 

4.5. Análise estatística 

 O tamanho da amostra foi determinado com uma taxa de erro alfa de 5% e 

poder de 80% com base no desvios padrões e no limites de equivalência para valores 

hematológicos e bioquimicos publicados anteriormente em estudos que usaram 6 

cães por grupo como modelo animal para tolerância a AINEs administrados 

sistemicamente (LUNA et al., 2007; FUSELLIER et al., 2008; BORGES et al., 2013). 

Maior ou igual a 7 cães foi definido como tamanho de amostra apropriado 

(www.sealedenvelope.com). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a 

normalidade dos dados. Todas as variáveis foram comparadas por meio de análise de 

variância unidirecional para medidas repetidas, seguida do teste de múltiplas 

comparações de Bonferroni para avaliar as possíveis diferenças nos valores 

observados nos dias 15 e 30 em relação aos valores basais. As diferenças foram 
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consideradas estatisticamente significativas se p < 0,05 (Prism 4.0-GraphPad 

Software inc, Califórnia, EUA). Os dados são expressos como média ± desvio padrão. 

 

5. RESULTADOS  

No presente estudo, a instilação de CT por 30 dias consecutivos não resultou 

em anormalidades e no quantitativo de eritrócitos e plaquetas (p >0,05) (Tabela 1). 

Bem como nos níveis de ALT e FA, que permaneceram dentro da faixa de referência 

para cães e não se alteraram significativamente ao longo do período do estudo (p = 

0,58) (Tabela 1). Embora a ureia e a creatinina tenham permanecido dentro do 

intervalo de referência para cães, os níveis de creatinina aumentaram 

significativamente (p = 0,0006) no dia 15 (Tabela 1).  

Não foram observadas alterações nos níveis séricos de potássio (p = 0,06) (Tabela 

1). Em contraste, os níveis de sódio aumentaram significativamente nos dias 15 e 30 

em comparação com aos valor basais (p < 0,01) (Tabela 1). Entretanto, esses valores 

permaneceram dentro do intervalo de referência em todos os momentos. Durante todo 

o período do estudo, os níveis séricos de proteína total permaneceram constantes e 

dentro da faixa de referência para cães (p = 0,06) (Tabela 1). Os níveis de albumina 

também permaneceram dentro do intervalo de referência durante o estudo, no 

entanto, em comparação com o perído basal, os níveis de albumina foram 

significativamente maiores no dia 15 (p < 0,001) (Tabela 1).  Acerca dos níveis de 

lactato, os valores eram normais e não se alteraram durante o estudo (p = 0,37) 

(Tabela 1). 
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Tabela 1 - Valores médios ± desvio padrão f de hematócrito (HTC), hemoglobina (Hb), 

plaquetas, leucócitos totais, albumina, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase 

alcalina (AP), uréia, creatinina, lactato, sódio (Na) e potássio (K) durante a avaliação 

basal e após a instilação de cetorolaco e trometamol por 15 e 30 dias em cães hígidos. 

 Referência valor basal dia 15 dia 30 valor p 

Hb (g/dL) 12 - 18 16,05 ± 2,00 16,64 ± 1,63 16,34 ± 1,75 0,44 

HTC (%) 37 - 55 47,65 ± 5,68 50,41 ± 5,52 49,82 ± 4,87 0,13 

Leucócitos (cél.x103/μL) 6 - 17 9,54 ± 2,69 9,51 ± 2,46 8,84 ± 2,50 0,36 

Plaquetas (cél.x103/μL) 175 - 500 344,7 ± 123,1 335,5 ± 80,43 291,4 ± 108,2 0,09 

Proteína total (g/dL) 5,5 – 8,0 6,81 ± 0,53 7,16 ± 0,91 7,23 ± 0,79 0,06 

Albumina ( g/dl) 3.2 – 4.1 3,19 ± 0,21 3,61 ± 0,24a 3,43 ± 0,24 <0,001 

ALT (U/L) 21 – 102 51,91 ± 43,83 55,45 ± 33,73 46,27 ± 20,11 0,58 

FA (U/L) 20 – 156 70,27 ± 19,19 74,27 ± 20,69 71,55 ± 23,10 0,58 

Uréia (mg/dL) 21 - 59,9 33,55 ± 8,23 40,82 ± 12,25 38,91 ± 10,83 0,20 

Creatinina (mg/dL) 0,5 - 1,5 0,95 ± 0,17 1,17 ± 0,21a 1,13 ± 0,21 0,0006 

Lactato (mmol/L) 2,0 - 3,9 2,67 ± 0,51 3,25 ± 0,48 3,25 ± 1,15 0,37 

Na (mmol/L) 141 – 154 141,3 ± 3,21 143,9 ± 3,27a 145,2 ± 1,42b <0,01 

K (mmol/L) 3,90 - 5,65 4,37 ± 0,13 4,40 ± 0,15 4,56 ± 0,19 0,06 

6. a,b : Difere significativamente da linha dos valores basais.   
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Relativamente à urinálise, um a três traços de sangue foram encontrados nas 

amostras de urina de quatro cães (três machos e uma fêmea) no presente estudo 

(Tabela 2). No entanto, a detecção de proteína (p = 0,79) e sangue (p = 0,64) na urina 

não diferiu entre os momentos (Tabela 2). Em relação a PCU, os resultados aqui 

apresentados demostraram que tal parâmetro permaneceu dentro da faixa normal 

para cães e não se alterou significativamente do início até o 30o dia de avaliação (p = 

0,38) (Tabela 2), assim como os valores médios de bilirrubina urinária, sem alteração 

significativa ao longo do estudo (p = 0,18) (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2 - Valores médios ± desvio padrão da urinálise durante o período basal e 

após a instilação de cetorolaco de trometamol por 15 e 30 dias em cães hígidos. 

 Referência valor basal Dia 15 dia 30 valor P 

Leucócitos Ausente 0,00 0,00 0,00 - 

Densidade Específica 1.015 - 1.045 1,032 ± 11,15 1,038 ± 13,52 1,038 ± 13,34 0,36 

Proteína Ausente 0,18 ± 0,40 0,09 ± 0,30 0,09 ± 0,30 0,79 

Glicose Ausente 0,00 0,00 0,00 - 

Corpos cetônicos Ausente 0,00 0,00 0,00 - 

Bilirrubina Ausente 0,09 ± 0,30 0,63 ± 0,80 0,36 ± 0,80 0,18 

pH 5,0 - 7,0 6,81 ± 1,07 7,40 ± 0,97 7,00 ± 1,26 0,47 

Eritrócitos 0 – 3 0,63 ± 0,92 0,54 ± 0,68 0,36 ± 0,50 0,64 

PCU (mg/dL) < 0,20 – 0,5 0,12 ± 0,14 0,08 ± 0,04 0,06 ± 0,06 0,38 

 

Nenhum dos cães apresentou vômito, diarreia, melena ou anorexia no 
decorrer dos 30 dias de estudo.  
 

6. DISCUSSÃO 

Este é o primeiro estudo a avaliar os possíveis eventos adversos em cães 

tratados com a solução oftálmica CT por 30 dias consecutivos. Embora a absorção 



 

19  

 

sistêmica de CT não tenha sido investigada no presente estudo, ela certamente 

ocorreu. Tal informação pode ser reforçada por estudos que confirmaram que tanto a 

prednisolona como a dexametasona já foram detectadas no plasma de cães 

saudáveis decorridos 1, 7 e 14 dias da administração de ambos os fármacos como 

soluções oftálmicas (SEGABB et al., 2020; EWALD et al., 2022). Ademais, a absorção 

sistêmica após a instilação de AINEs oftálmicos foi confirmada em frangos 

(diclofenaco), coelhos (diclofenaco e CT) e em gatos (flurbiprofeno e diclofenaco) 

(GRIGGS et al., 2017; PEREIRA et al., 2019; HSU et al., 2015; LANUZA et al., 2016). 

No presente estudo, os cães não foram mantidos em ambiente controlado. No entanto, 

todos pertenciam a veterinários participantes no estudo. Todos os participantes 

residiam na mesma cidade e foram tratados no mesmo período (de julho à agosto de 

2022), o que possibilitou tratamentos e exames diários. 

No presente estudo, a instilação de CT por 30 dias consecutivos não resultou 

em anormalidades no formato e no quantitativo de eritrócitos. Da mesma forma, um 

estudo anterior realizado em cães mostrou que a administração oral de meloxicam e 

carprofeno por 10 ou mais dias não resultou em discrasia eritrocitária ou danos 

oxidativos aos eritrócitos (LIESER et al., 2021). Distúrbios da coagulação, como 

inibição da COX plaquetária, redução na formação do eicosanóide pró-agregador 

tromboxano A2, além de distúrbios da agregação plaquetária, são efeitos adversos 

que podem ocorrer após administração sistêmica de AINEs a longo prazo (GIULIANO, 

2004). A contagem de plaquetas, o tempo de protrombina e o tempo de tromboplastina 

não se alteraram significativamente em coelhos que receberam CT ou diclofenaco 

como soluções oftálmicas por 90 dias consecutivos (PEREIRA et al., 2019). No 

entanto, nenhum estudo prévio ou relato de caso avaliaram os possíveis eventos 

adversos relacionados à contagem sanguínea ou plaquetária de cães que receberam 

AINEs como soluções oftálmicas. Os resultados do presente estudo mostraram que a 

instilação de CT como solução oftálmica não alterou os parâmetros após 15 e 30 dias 

de tratamento. Um estudo in vitro realizado com sangue de humanos tratados com 

AINEs oftálmicos mostrou que a indometacina, mas não o diclofenaco, teve um efeito 

antiplaquetário sistêmico significativo (FALCINELLI et al., 2019). No entanto, tal 

avaliação não foi realizada na medicina veterinária. Uma limitação do presente estudo 
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é a falta de avaliação do tempo de sangria, que é um dos melhores testes in vivo para 

avaliação da hemostasia primária (LUNA et al., 2007). Um estudo anterior em cães, 

mostrou que a administração sistêmica de diferentes AINEs por 90 dias consecutivos 

não alterou a contagem de plaquetas, mas aumentou significativamente os tempos de 

sangria (LUNA et al., 2007). 

A intoxicação hepatocelular associada à administração alternada de 

carprofeno oral e meloxicam foi relatada em Husky Siberiano (NAKAGAWA et al., 

2005). No entanto, em um estudo conduzido em gatos tratados com solução oftálmica 

a base de diclofenaco, por quatro vezes/dia e por 7 dias consecutivos, não ensejou 

nenhuma alteração os níveis séricos de ALT, FA ou γ-glutamil transpeptidase (HSU et 

al., 2015). Da mesma forma, a histologia do fígado permaneceu inalterada em coelhos 

tratados com as soluções oftálmicas a base de CT ou de diclofenaco, por 90 dias 

consecutivos (PEREIRA et al., 2019). Valores normais de ALT e FA também foram 

relatados em cães que receberam AINEs orais por 90 dias consecutivos (LUNA et al., 

2007). No presente estudo, os níveis de ALT e FA permaneceram dentro da faixa de 

referência para cães e não se alteraram significativamente ao longo do período do 

estudo. Apesar dos resultados, uma ou duas cruzes relativas a vestígios de bilirrubina 

foram encontrados no exame de urina em 6/11 cães ao longo do experimento. Não 

obstante, nenhum desses cães apresentou níveis anormais de ALT ou FA durante as 

avaliações realizadas nos dias 15 e 30, e os valores médios de bilirrubina urinária não 

se alteraram significativamente ao longo do estudo. Os níveis séricos de bilirrubina 

não foram mensurados neste estudo. Porém, a quantificação da bilirribuna conjugada 

urinária por tira e a bilirrubinúria geralmente precedem a hiperbilirrubinemia na maioria 

das espécies (PIECHE et al., 2019). Uma possível explicação para achados aqui 

reportados é que traços de bilirrubinúria podem ocorrer em cães saudáveis com urina 

adequadamente concentrada (PIECHE et al., 2019). Isso se deve ao baixo limiar renal 

para bilirrubina e à capacidade de suas células epiteliais tubulares renais em converter 

o heme em bilirrubina não conjugada, que é então excretado na urina (PIECHE et al., 

2019). Com base nas informações acima e em outros parâmetros avaliados no exame 

de urina (Tabela 2), supõe-se que os traços de bilirrubina encontrados na urina desses 

cães não tenham sido associados à administração oftálmica de CT. 
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Embora a ureia e a creatinina tenham permanecido dentro do intervalo de 

referência para cães ao longo do estudo, os níveis de creatinina aumentaram 

significativamente no dia 15. Da mesma forma, as soluções oftálmicas a base de 

diclofenaco e de flurbiprofeno aumentaramm significativamente os valores de ureia e 

creatinina, sendo que os mesmos se mantiveram dentro da faixa de referência, em 

gatos saudáveis (LANUZA et al., 2016). Em coelhos, as mesmas enzimas e a 

histologia dos rins permaneceram normais após 90 dias com diclofenaco ou CT 

administados sob a forma de solução oftálmica (PEREIRA et al., 2019). Mesmo em 

cães que receberam diferentes AINEs por 7, 10 ou 90 dias consecutivos, os níveis 

séricos de uréia e creatinina permaneceram dentro da faixa de referência (LUNA et 

al., 2007; BORGES et al., 2013; FUSELLIER et al., 2008). 

Embora as concentrações de ureia e creatinina possam ser usadas para 

avaliar a função renal, esses marcadores não são sensíveis o suficiente para 

estabelecer um diagnóstico precoce de insuficiência renal, porque seus níveis 

aumentam apenas quando o dano renal é grave (LUNA et al., 2007; BORGES et al., 

2013; SANT'ANNA et al., 2019). Em contraste, a proteinúria pode indicar dano renal 

antes do desenvolvimento de azotemia em cães (PIECHE et al., 2019; SANT'ANNA 

et al., 2019). A urina normal contém pouca ou nenhuma proteína detectável devido a 

reabsorção efetiva pelas células epiteliais tubulares renais proximais (PIECHE et al., 

2019). Um traço de proteína foi detectado em três cadelas: um no início do estudo, 

um no dia 15 e um no dia 30. Esse traço único pode estar associado à proteinúria pós-

renal, provavelmente causada por trauma induzido por cistocentese, pois a 

contaminação sanguínea na amostra de urina também pode contribuir para a 

proteinúria (PIECHE et al., 2019). De fato, um a três traços de sangue também foram 

encontrados nas amostras de urina de quatro cães (três machos e uma fêmea) no 

presente estudo. No entanto, a detecção de proteína e sangue na urina não diferiu 

entre os momentos e não acredetida-se estar associada ao uso de CT. Em um estudo 

anterior conduzido em cães tratados com AINEs orais por 90 dias consecutivos, a 

densidade da urina, o pH e os níveis de proteína permaneceram dentro da faixa de 

referência (LUNA et al., 2007). 
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A relação PCU é responsável pelas variações no volume de urina ao longo do 

dia com base na concentração de creatinina. Em cães, os valores de PCU 

correlacionam-se bem com a excreção de proteínas na urina durante 24 h (PIECHE 

et al., 2019; SANT'ANNA et al., 2019). Portanto, optou-se por avaliar o PCU no 

presente estudo. Os resultados aqui apresentados demostraram que tal parâmetro 

permaneceu dentro da faixa normal para cães e não se alterou significativamente do 

início até o 30o dia de avaliação. Em outro estudo, o PCU de gatos também não se 

alterou após 7 dias de instilação contínua de solução oftálmica de diclofenaco (HSU 

et al., 2015). A TFG é outro teste útil para avaliar o progresso da insuficiência renal e 

outras nefropatias, mesmo nos estágios iniciais (HSU et al., 2015; FUSELLIER et al., 

2008). Um estudo experimental conduzido em gatos sugeriu que a aplicação tópica 

de diclofenaco como solução oftálmica pode estar associada à redução da TFG; no 

entanto, os achados são confusos, pois a diminuição da TFG foi associada à 

hipovolemia iatrogênica devido à repetidas coletas de sangue (HSU et al., 2015). Em 

contraste, em um estudo no qual cães receberam meloxicam oral, a TFG permaneceu 

normal após 7 dias consecutivos de tratamento (FUSELLIER et al., 2008). 

Considerando que os cães permaneceram internados por no máximo um dia para 

coleta de sangue, a TFG não pôde ser avaliada no presente estudo. 

No presente estudo, a instilação de CT não induziu alterações nos níveis 

séricos de potássio. Em contraste, os níveis de sódio aumentaram significativamente 

nos dias 15 e 30 em comparação com aos valores basais. Entretanto, esses valores 

permaneceram dentro do intervalo de referência em todos os momentos e tais 

flutuações provavelmente não estavam relacionadas ao uso de CT. Em dois estudos 

conduzidos em cães tratados com diferentes AINEs orais durante 7 dias consecutivos, 

os níveis séricos de sódio e potássio não se alteraram significativamente entre os 

grupos controle e tratamento (FUSELLIER et al., 2008; BORGES et al., 2013). 

Durante todo o período do estudo, os níveis séricos de proteína total 

permaneceram constantes e dentro da faixa de referência para cães. Os níveis de 

albumina também permaneceram dentro do intervalo de referência durante o estudo; 

no entanto, em comparação com o perído basal, os níveis de albumina foram 

significativamente maiores no dia 15. Os níveis de proteína total e albumina também 
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não se alteraram significativamente em gatos tratados com solução oftálmica de 

diclofenaco por de 7 dias (HSU et al., 2015). No entanto, níveis significativamente mais 

baixos de albumina foram observados em frangos que receberam diclofenaco tópico 

por 7 dias. No estudo de Griggs et al. (2016), embora os níveis de albumina tenham 

permanecido dentro da faixa de referência para frangos, os autores não puderam 

concluir se esse achado estava associado à uma possível ocorrência de 

glomerulonefrite. 

  Outra limitação do presente estudo foi a de não investigar a ocorrência de 

sangue oculto nas fezes, pois a administração prolongada de AINEs orais pode causar 

lesões gástricas (LUNA et al., 2007; DOBBERSTEIN et al., 2022). Em contrapartida, 

reportou-se respectivamente que, 82% e 63% dos cães com úlceras gastrointestinais 

perfuradas apresentaram vômitos e anorexia (DOBBERSTEIN et al., 2022). No 

entanto, vômitos, anorexia e melena não foram observados em nenhum dos cães 

durante o estudo. 

 Os níveis séricos de lactato têm sido usados para prever a gravidade de uma 

doença e o risco de mortalidade em muitas condições como infecções, trauma, câncer 

e sepse (MOONEY et al., 2014; FRANCO et al., 2016). Estudos demonstraram que 

os níveis séricos de lactato estão associados ao prognóstico de pacientes que 

apresentam sangramento gastrointestinal superior (SHA et al., 2014; El-KERSH et al., 

2015; KO et al., 2015; LEE et al., 2017). Em um desses estudos, demonstrou-se que 

níveis mais altos de lactato observados 24 h após a admissão hospitalar foram 

associados a reinternações mais frequentes nos 7 dias seguintes, além de taxa de 

mortalidade mais alta aos 30 dias (LEE et al., 2017). Em medicina veterinária, a 

hiperlactatemia está associada a vários graus de hipoperfusão e é frequentemente 

utilizada como um indicador prognóstico em cães com dilatação-vólvulo gástrica 

(MOONEY et al., 2014; VERSCHOOF et al., 2015). Outro estudo mostrou que 

neutrofilia com desvio à esquerda e a hiperlactatemia foram as anormalidades 

hematológicas (83,3%) e bioquímicas (54,5%) mais comumente encontradas em cães 

com úlceras gastroduodenais, associadas a administração oral de AINEs 

(DOBBERSTEIN et al., 2022). Portanto, a aferição dos níveis de lactato nos cães do 

presente estudo pode ser considerada um método indireto para avaliar possíveis 
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lesões no trato gastrointestinal. Em um estudo conduzido em cães saudáveis com 

peso entre 1 a 26 kg, que utilizou o mesmo lactímetro portátil referido na presente 

pesquisa, determinou-se níveis de lactato variando de 2,0 a 3,9 mmol/L (FRANCO et 

al., 2016). Na presente pesquisa, os níveis de lactato estavam normais e não se 

alteraram durante o estudo. 

 

7. CONCLUSÃO 

Com base em observações descritas no presente estudo, conclui-se que a 

instilação de CT, a cada 12 h, por 30 dias consecutivos não causa alterações 

clinicamente relevantes no hemograma, no perfil bioquímico ou exame de urina de 

cães saudáveis.  
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CAPÍTULO 2. Efeitos do cetorolaco de trometamol tópico nos parâmetros 
lacrimais, na densidade de células caliciformes e no estresse oxidativo da 

conjuntiva de cães saudáveis 
 

RESUMO 
 

Objetivou-se valiar e comparar se a instilação de cetorolaco de trometamol (CT), 
contendo ou não cloreto de benzalcônio (CB), duas vezes ao dia durante 30 dias 
consecutivos, pode afetar os parâmetros do filme lacrimal e a meibografia em cães 
saudáveis. Além disso, avaliamos se os tratamentos afetariam a densidade de células 
caliciformes (DCC) e os níveis de biomarcadores de estresse oxidativo (BEO) na 
conjuntiva dos mesmos cães. Onze cães saudáveis foram selecionados e avaliados 
pelo OSAvet ®, para determinação dos valores basais da espessura da camada 
lipídica (ECL), altura do menisco lacrimal (AML), tempo de ruptura lacrimal não 
invasivo (TRFL ni) e taxa de perda de glândulas Meibomianas (GM). Um fragmento 
de conjuntiva foi coletado para determinação de BEO e quantificação de DCC. Durante 
30 dias, a cada 12 h, um olho recebeu 40 μL de solução oftálmica CT com CB (CTCB), 
enquanto o outro recebeu 40 μL da mesma solução oftálmica livre de CB (CTSC). Os 
parâmetros lacrimais e a meibografia foram reavaliados pelo OSAvet ® 15 e 30 dias 
depois. No dia 30, nova amostra conjuntival foi coletada, com os mesmos propósitos. 
No dia 15, a taxa de perda de GM aumentou apenas nos olhos tratados com CTSC (p 
< 0,001). No dia 30, ambos os tratamentos elevaram a taxa de perda de GM e 
reduziram os valores de TRFL ni, a DCC e os níveis de CAT (p < 0,05). No dia 30, os 
olhos tratados com CBCT apresentaram níveis mais baixos de superóxido dismutase 
(P = 0,006) e níveis mais altos de malondialdeído (p = 0,02). No entanto, não foram 
observadas diferenças entre os tratamentos para nenhum parâmetro em nenhum 
momento (p > 0,05). A DCC se correlacionou com o TRFL ni e todos os BEO em 
ambos os olhos tratados (p < 0,05). Os resultados do nosso estudo mostraram que a 
instilação duas vezes ao dia de CT, contendo ou não CB, por 30 dias consecutivos, 
foi capaz de diminuir o TRFL ni e aumentar a taxa de perda de GM em cães saudáveis. 
Além disso, ambas as formulações reduziram a DCC conjuntival. Nossos resultados 
também mostraram que os menores valores de TRFL ni encontrados em ambos os 
tratamentos estão associados a uma redução do DCC e não estão correlacionados 
com um aumento na taxa de perda de GM. Os níveis reduzidos de SOD, seguidos 
pelos níveis mais elevados de MDA observados nos olhos que receberam CBCT 
sugerem que o CB estimula uma maior peroxidação lipídica e, portanto, ainda 
desempenha um papel prejudicial ao tecido conjuntival, apesar da ausência de 
significância estatística entre os tratamentos encontrados nos parâmetros clínicos 
avaliados pelo OSAvet ® e no DCC avaliado pela histologia. 
 
Palavras-chave: benzalcônio, OSAvet, meibômio, superóxido dismutase, 
malondialdeído. 
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Effects of topical trometamol ketorolac on tears parameters, goblet cell density 
and the oxidative stress of the conjunctiva of healthy dogs 

 

ABSTRACT 
 
To evaluate and compare whether a twice-daily instillation of ketorolac tromethamine 
(KT), containing or not benzalkonium chloride (BC), for 30 consecutive days may affect 
tear film parameters and the meibography in healthy dogs. In addition, we assessed 
whether the same treatments would affect the goblet cell density (GCD) and the levels 
of oxidative stress biomarkers (OSB) in the conjunctiva of the same dogs. Eleven 
healthy dogs were selected and baseline values of the lipid layer thickness, tear 
meniscus height, non-invasive tear break-up time (ni TFBT), and the Meibomian gland 
(MG)-rate loss were assessed by OSAvet®. One fragment of conjunctiva was collected 
for GCD determination and quantitation of OSB.  For 30 days, and every each 12 h, 
one eye received 40 μL of KT ophthalmic solution (BCKT), while the other received 40 
μL of same ophthalmic solution free of BC (FKT). Tear parameters and meibography 
assessed by OSAvet® were repeated 15, and 30 days later.  At day 30, another 
conjunctival sample was collected with the same purposes. At day 15, the MG-loss 
rate increased only in FKT treated-eyes (P < 0.001). At day 30, both treatments 
elevated the MG-loss rate, and reduced the ni TFBT values, the GCD, and the levels 
of catalase (P < 0.05). At day 30, BCKT treated-eyes showed lower levels superoxide 
dismutase (P = 0.006) and higher levels of malondialdehyde (P = 0.02). However, 
differences between treatments were not observed for any parameter at any time point 
(P > 0.05). The GCD correlated with the ni TFBT and all biomarkers of the oxidative 
stress in both treated-eyes (P < 0.05). Results of our study showed the twice-daily 
instillation of KT, containing or not BC, for 30 consecutive days was able to decrease 
the ni TFBT and to increase the MG-loss rate of healthy dogs. In addition, both 
formulations reduced the conjunctival GCD. Our results also showed that the lower ni 
TFBT values found in both treatments are associated with a reduction of the GCD and 
are not correlated with an increase in the MG-loss rate. The reduced levels of SOD, 
followed by the higher levels of MAD observed in the eyes that received BCKT 
suggests that BC stimulates a higher lipid peroxidation, and therefore still plays a 
detrimental role to the conjunctival tissue, despite the absence of statistical significance 
between treatments found in the clinical parameters assessed by OSAvet® and the 
GCD assessed by histology. 
 
Keywords: benzalkonium, OSAvet, meibomium, superoxide dismutase, 
malondialdehyde.  
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1. INTRODUÇÃO 

Os eventos adversos locais mais comuns dos AINEs oculares são ardor e 

hiperemia conjuntival, hipoestesia de córnea e, mais raramente, a ceratomalácia 

(RIGAS et al., 2020). Em gatos, a hiperemia conjuntival leve foi o único evento ocular 

adverso detectado após 7 dias de tratamento consecutivo com diclofenaco tópico 

(HSU et al., 2015). Em relação à possível interferência dos AINEs tópicos na atividade 

nociceptiva corneana, um estudo mostrou que o diclofenaco, mas não o CT, diminuiu 

a sensibilidade da córnea em cães (CANTARELLA et al., 2017). Da mesma forma, o 

CT não teve efeito sobre a sensibilidade da córnea em gatos que receberam solução 

oftálmica tópica de CT por 5 dias consecutivos (ROBERTS et al., 2021).  

Estudos in vitro relataram que a citotoxicidade das soluções oftálmicas de 

AINEs depende tanto dos componentes farmacêuticos da solução, quanto do 

conservante utilizado (AYAKI et al., 2010; LEE et al., 2015). O conservante mais 

comum presente em medicamentos oculares é o cloreto de benzalcônio (CB). No 

entanto, o uso de soluções enriquecidas com CB por um longo prazo está associado 

a anormalidades do filme lacrimal como hiperosmolaridade, instabilidade e aumento 

do estresse oxidativo (GOLDSTEIN et al., 2021; SEDLAK et al., 2021). Além disso, o 

uso crônico de soluções enriquecidas com CB pode causar disfunção das GM, 

diminuição da densidade das células caliciformes da conjuntiva (DCC), apoptose das 

células epiteliais da córnea e da conjuntiva, danos aos nervos da córnea, bem como 

inflamação dos tecidos oculares e reação fibrótica (GOLDSTEIN et al., 2021). 

Vários estudos relataram um estado de estresse oxidativo anormal em 

diferentes doenças corneoconjuntivais de coelhos, camundongos, humanos, gatos e 

cães (DEMIR et al., 2005; CHEN et al., 2013; KOJIMA et al., 2015; NEZZAR et al., 

2017; FARGHALI et al., 2021; SEDLAK et al., 2021). O papel dos AINEs sobre o 

estresse oxidativo é controverso (DIXIT et al., 2020; NAWAS et al., 2020). Além disso, 

não há estudos publicados mostrando os efeitos dos AINEs oftálmicos sobre o estado 

de estresse oxidativo na superfície ocular de cães. 

Foi relatado in vitro, que as soluções oftálmicas de diclofenaco e bromofenac, 

ambas preservadas com CB, foram mais citotóxicas às células corneoconjuntivais de 

humanos, em comparação às placas expostas aos mesmos componentes livres de 
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conservantes (AYAKI et al., 2010). Considerando que os cães são comumente 

tratados por longos períodos antes e após a cirurgia de catarata com medicamentos 

tópicos, incluindo AINEs, é importante avaliar possíveis alterações causadas por essa 

classe de fármacos nos parâmetros lacrimais, bem como no tecido conjuntival.  

 

2. OBJETIVOS  

O CT está disponível no mercado como solução oftálmica enriquecida ou não 

com CB. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar e comparar se a instilação de 

CT, a intervalos regulares de 12 h, contendo ou não CB, por 30 dias consecutivos, 

poderia afetar os parâmetros do filme lacrimal e a meibografia em cães saudáveis. 

Além disso, avaliou-se, se os mesmos tratamentos afetariam a DCC e os níveis de 

SOD, CAT e MDA na conjuntiva dos mesmos cães.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Soluções oftálmicas a base anti-inflamatórios não esteróides (AINEs) 

Em comparação aos corticosteroides tópicos, AINEs tópicos representam 

uma escolha terapêutica mais prudente para o tratamento de pacientes com diabetes 

Mellitus e em olhos acometidos por ceratouveíte ulcerativa ou abscessos estromais 

(GIULIANO, 2004). O CT é um AINE não seletivo, capaz de inibir a COX-1 e a COX-

2 (WATERBURY, 2018). O fármaco é comumente prescrito em humanos para o alívio 

da inflamação ocular e dor após a cirurgia da catarata, as cirurgias refrativas e para 

prevenção de miose intraoperatória durante a facoemulsificação (NARVÁEZ et al., 

2004; BUCCI et al., 2011; SULEIMAN et al., 2010; JUN et al., 2017; LIU et al., 2019; 

SCHWARZENBACHER et al., 2020). Em pacientes humanos, o CT tópico atinge 

maior concentração no humor aquoso e é mais eficiente em inibir os níveis de PGE2 

no humor aquoso, quando comporado ao nepafenaco e bromofenac (BUCCI et al., 

2007; BUCCI et al., 2011). 

O conservante mais comum presente em medicamentos oculares é o CB, que 

é um agente antimicrobiano eficaz com atividade de amplo espectro. Suas 

propriedades surfactantes permitem a solubilização de componentes iônicos de 

solventes inicialmente imiscíveis e posterior estabilização das substâncias 

(GOLDSTEIN et al., 2021; SEDLAK et al., 2021). No entanto, o uso de soluções 

enriquecidas com CB por um longo prazo está associado a anormalidades do filme 

lacrimal como hiperosmolaridade, instabilidade e aumento do estresse oxidativo 

(GOLDSTEIN et al., 2021; SEDLAK et al., 2021). Além disso, o uso crônico de 

soluções enriquecidas com CB pode causar disfunção das GM, diminuição da DCC 

conjuntivais, apoptose das células epiteliais da córnea e da conjuntiva, danos aos 

nervos da córnea, bem como inflamação dos tecidos oculares e reação fibrótica 

(GOLDSTEIN et al., 2021). 

Os eventos adversos locais mais comuns dos AINEs oculares são ardor e 

hiperema conjuntivais, hipoestesia córnea e, mais raramente, a ceratomalácia (RIGAS 

et al., 2020). Em gatos, a hiperemia conjuntival leve foi o único evento ocular adverso 

detectado após 7 dias de tratamento consecutivo com diclofenaco tópico (HSU et al., 
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2015). Em relação à possível interferência dos AINEs tópicos na atividade nociceptiva 

corneana, um estudo mostrou que o diclofenaco, mas não o CT, diminuiu a 

sensibilidade da córnea em cães (CANTARELLA et al., 2017). Da mesma forma, o CT 

não teve efeito sobre a sensibilidade da córnea em gatos que receberam solução 

oftálmica tópica de CT por 5 dias consecutivos (ROBERTS et al., 2021). Estudos in 

vitro relataram que a citotoxicidade das soluções oftálmicas de AINEs depende tanto 

dos componentes farmacêuticos da solução, quanto do conservante utilizado (AYAKI 

et al., 2010; LEE et al., 2015). Foi relatado in vitro, que as soluções oftálmicas de 

diclofenaco e bromofenac, ambas preservadas com CB, foram mais citotóxicas às 

células corneoconjuntivais de humanos, em comparação às placas expostas aos 

mesmos componentes livres de conservantes (AYAKI et al., 2010). 

 

3.2. O sistema lacrimal 

O sistema lacrimal é composto por componentes secretores e excretores, 

responsáveis pela produção e excreção do filme lacrimal, respectivamente. A porção 

secretora compreende às glândulas lacrimal principal da órbita, da membrana 

nictitante, acessórias e de Meibômio, além de células caliciformes conjuntivais. O 

excretor é composto pelos orifícios e canalículos lacrimais, ducto nasolacrimal e ponto 

nasal (CABRAL et al., 2005; SLATTER, 2005).  

A superfície ocular é coberta pelo filme lacrimal protetor, um fluido complexo 

trilaminar, medindo aproximadamente 7 a 10μm. A camada mais externa consiste em 

lipídios produzidos pelas glândulas do tarso (GM) que formam uma fina capa oleosa 

(0,05-0,1μm) sobre a camada aquosa de lágrima, reduzindo assim os efeitos da 

evaporação. O intermediário ou aquoso é secretado pela glândula lacrimal orbital 

(60%) e glândula da terceira palpebra (40%), citado como a maior camada da lágrima 

filme, medindo aproximadamente 7μm. Além da água, esta camada contém eletrólitos, 

glicose, uréia, polímeros de superfície, glicoproteínas e proteínas lacrimais, incluindo 

imunoglobulina A, albumina, beta-lisina, lisozima e lactoferrina, sendo os três últimos 

componentes agentes antimicrobianas (GRAHN et al., 2004). Conquanto estudo 

posterior demonstrou que o componente predominante do filme lacrimal pré-corneano 
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é a camada mucosa, e a espessura total varia de 35 a 45 μm em humanos (HISEY et 

al., 2023). 

As GM são essenciais para a produção da camada lipídica externa da lágrima, 

que desempenham um papel importante na estabilização do filme lacrimal após o ato 

de piscar, evitando assim, a sua evaporação (KIM et al., 2022; ZWIAUER –

WOLFBEISSER et al., 2023). Estudos in vitro e in vivo realizados em humanos 

mostraram que soluções oftálmicas enriquecidas com CB causaram danos mais 

severos às GMs, em comparação às soluções oftálmicas sem conservantes (HA et al., 

2019; RATH et al., 2019). A camada de mucina é derivada das células caliciformes. 

Esse filme é a base que recobre o complexo glicocálice-microvilosidades, auxiliando 

a camada aquosa do filme lacrimal permanecer ancorada sobre a superfície ocular. A 

redução na DCC leva à diminuição da secreção de mucina, que por consequência, 

promove a instabilidade do filme lacrimal. Esse evento reduz a nutrição do epitélio 

córneo-conjuntival, resultando em aumento do dano mecânico nessa região (MOORE 

et al., 1987; MADRUGA et al., 2018; HORI 2018). Em um estudo realizado em coelhos, 

a DCC conjuntival reduziu significativamente após 30 de tratamento com soluções 

oftálmicas enriquecidas com CB (KAHOOK et al., 2008). Os resultados de um estudo 

clínico, mostraram que a DCC e o tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL) reduziram 

significativamente mesmo em humanos tratados por 30 dias com solução oftálmica de 

diclofenaco sem conservante, após facoemulsificação (KATO et al., 2017). 

 

3.3. Avaliação do filme lacrimal 

Classicamente, o teste da lágrima de Schirmer-1 é o método ouro para avaliar 

a produção quantitativa do filme lacrimal. Ele é capaz de mensurar a produção basal 

e reflexa através de uma fita milimetrada. Entretanto, para avaliar desordens 

qualitativas da produção lacrimal (redução da pordução de mucina ou disfunção das 

GM), o tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL) é amplamente realizado na rotina 

oftálmica (HISEY et al., 2023).  

Para realização do TRFL clássico, instila-se 0,1mL de fluoresceína sódica 1% 

sobre a conjuntiva bulbar dorsolateral e a pálpebra é mantida fechada. Em sincronia 

com o disparo do tempo por cronômetro, a pálpebra é aberta e a superfície 
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dorsolateral da córnea é observada com auxílio de biomicroscópio com lâmpada de 

fenda, com magnificação de 16x e filtro azul de cobalto para intensificar a 

luminescência da fluoresceína. A contagem se encerra ao obter o primeiro sinal de 

ruptura do filme lacrimal, que é interpretado pela observação de estrias escuras na 

superfície ocular de cor verde-amarelo. Em cães com olhos saudáveis, o valor deste 

teste oscila de 7,4 até 21 segundos (LEONARD et al., 2018; MADRUGA et al., 2018; 

REYNOLDS, 2022; HISEY et al., 2023). Na região de Cuiabá, MT, estimou-se o valor 

do TRFL em cães como sendo 11,34 segundos (MADRUGA et al., 2018). Entretanto, 

valores mais baixos, com média de 5,7 segundos foram reportados em cães 

braquicefálicos do Irã (FAGHIHI et al., 2022). No Brasil, resultados similares foram 

descritos em Shih Tzus do estado da Bahia, com valores médios de 5,33 segundos 

(SEBAGG et al., 2022). Em outro estudo brasileiro, conduzido também em Shih Tzus 

da região do interior paulista, o valor médio reportado foi de 13,66 segundos 

(KOBASHIGAWA et al., 2015).  

A camada de mucina pode ser mensurada clinicamente pela meibometria de 

contato, que consiste em colher lágrima com tira especíca e quantifcar os lipídeos 

lacrimais em um aparelho específico (HISEY et al., 2023). Entretanto apenas dois 

estudos reportaram valores relativamente ao seu uso (HISEY et al., 2023). Biópsia 

conjuntival e determinação da DCC, também pode ser considerado um método para 

avaliação da produção de mucina (LIMA et al., 2011; LEONARD et al., 2018; 

MADRUGA et al., 2018). Alterações relativamente a DCC em cães saudáveis e 

naqueles com ceratoconjuntivite seca (CCS) são contraditórias, sendo que um estudo 

brasileiro reportou queda na DCC em cães com CCS moderada e severa, ao passo 

que em outro conduzidio na américa do norte, não demonstrou alterações nas 

contagens (LEONARD et al., 2018; MADRUGA et al., 2018). Em outro estudo 

brasileiro conduzido em Shih Tzus com olhos saudáveis, a DCC conjuntivais foi  menor 

que as previamente reportadas em cães não braquicefálicos (LIMA et al., 2011; 

MADRUGA et al., 2018). 

Dispositivos específicos capazes de avaliar a espessura da camada lipídica do 

filme lacrimal, a altura do menisco lacrimal, a taxa de perda de GM e o TRFL sem o 

uso de fluoresceína, têm sido usados em cães saudáveis e naqueles com disfunção 
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de GMs (VIÑAS et al., 2019; JEONG et al., 2021; KIM et al., 2022; FAGHIHI e RAJAEI, 

2022; REYNOLDS et al., 2022). 

 

3.4. Biomarcadores do estresse oxidativo 

A córnea e o epitélio conjuntival estão expostos à atmosfera e a altas 

concentrações de oxigênio. Portanto, torna-se necessário existir um mecanismo 

capaz de combater o estresse oxidativo gerado nessa região (HSUEH et al., 2022). A 

superóxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) atuam juntas como precursoras 

antioxidantes no esforço de remover espécies reativas de oxigênio (ERO) (NEZZAR 

et al., 2017). Nesse contexto, a SOD converte os ânions superóxido em H2O2 e O2 por 

meio de uma reação de dismutação, e a CAT quebra ainda a conversão de H2O2 em 

H2O e O2 (HSUE et al., 2022). O alvo principal das EROs são os ácidos graxos 

poliinsaturados nos lipídios da membrana, levando à peroxidação lipídica, resultando 

em danos à estrutura e função celular, assim, a avaliação da concetração de 

malondialdeído (MDA), pode quantificar a peroxidação lipídica (HSUE et al., 2022). 

Vários estudos relataram um estado de estresse oxidativo anormal em diferentes 

doenças corneoconjuntivais de coelhos, camundongos, humanos, gatos e cães 

(DEMIR et al., 2005; CHEN et al., 2013; KOJIMA et al., 2015; NEZZAR et al., 2017; 

FARGHALI et al., 2021; SEDLAK et al., 2021). O papel dos AINEs sobre o estresse 

oxidativo é controverso (DIXIT et al., 2020; NAWAS et al., 2020). Além disso, não há 

estudos publicados mostrando os efeitos dos AINEs oftálmicos sobre o estado de 

estresse oxidativo na superfície ocular de cães. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Aspectos éticos 

O projeto foi submetido e aprovado pelo CEUA da UFMT, sob o número de 

protocolo 23108.043452/2022-05. 
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4.2. Critérios de inclusão 

Os critérios de exclusão foram raça braquicefálica, comportamento agressivo, 

tratamento atual ou recente (30 dias antes) com qualquer medicamento sistêmico ou 

tópico, teste da lágrima de Schirmer (TLS) com valores ≤ 15 mm/min., TRFL < 10 s, 

anormalidades nos anexos (incluindo cirurgia prévia), doença da superfície da córnea 

ou doenças intraoculares, como uveíte e catarata detectadas no exame oftalmológico 

completo. Ademais, apenas cães sem comorbidades sistêmicas após passarem por 

um exame físico geral e avaliação laboratorial (vide capítulo 1) foram recrutados para 

participação do estudo. No total, 22 olhos dos mesmos 11 cães selecionados para a 

pesquisa descrita no capítulo 1, foram utilizados para a pesquisa a ser descrita a 

seguir. Para todas as avaliações descritas a seguir, os cães foram levados ao HOVET 

e liberados imediatamente ao final dos procedimentos.  

  

4.3. Tratamentos 

Uma vez selecionado, um dos olhos foi escolhido aleatoriamente 

(http://www.randomization.com) e tratado com 40 μL de solução oftálmica a 0,45% CT 

sem conservante (CTSC) (Acular ® CMC, Allergan, Guarulhos, SP, Brasil), enquanto 

o outro olho recebeu 40 μL de solução oftálmica a 0,4% de CT com CB (CTCB) (Acular 

® LS, Allergan, Guarulhos, SP, Brasil), a cada 12 h, por 30 dias consecutivos. 

  

4.4. Avaliação do filme lacrimal e meibografia 

Um analisador de superfície ocular portátil (OSA-VET ®, SBM Sistemi, Turin, 

Itália), equipado com luz led branca, foi utilizado para realizar a interferometria sem 

contato (Figura 1). Para a realização da interferometria, os cães foram submetidos a 

contenção manual leve e, após fechar e abrir as pálpebras manualmente com mínima 

pressão, foi determinada a espessura da camada lipídica (ECL) do filme lacrimal pré-

corneano. A escala de classificação, relativa a ECL gerada pelo fabricante do 

instrumento consiste em intervalos de 0 – 14, 15 – 30, 31 – 60, 70 – 80, 90 – 100 ou 

>100 nm (Figura 2). Na sequência, o filme lacrimal foi novamente avalaido pela 

interferometria, e a altura do menisco lacrimal (AML) foi definida. Para essa aferição, 

considerou-se a distância entre os limites superior e inferior, existentes no ponto médio 
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do menisco lacrimal inferior. Para concluir a AML, comparou-se o diâmetro da luz 

branca refletida pelo instrumento (Figura 3). Ao final, uma grade de aneis foi 

posicionada sobre a imagem interferométrica do filme lacrimal e o tempo de ruptura 

do filme lacrimal não invasivo (TRFL ni) foi avaliado. Nessa aferição, o crônometro é 

disparado no momento da centralização do anel gradeado, sendo o mesmo parado, 

no momento em que, pelo menos, uma linha da grade apresentasse distorção (Figura 

4). 

A luz infravermelha do mesmo equipamento (OSAvet ®, SBM Sistemi, Turin, 

Itália) foi utilizada para realizar a meibografia sem contato da pálpebra superior. 

Durante o exame, o software integrado ao equipamento, destaca a área da GM por 

linhas verdes. A taxa de perda de GM é automaticamente calculada em percentual, 

em relação a toda a área da placa tarsal (Figura 5 e 6). Todos os procedimentos 

citados acima foram executados antes dos tratamentos para obtenção dos valores 

basais e repetidos após 15 e 30 dias do início dos tratamentos. Para evitar diferenças 

na aferição de tais parâmetros, todas as leituras do OSAvet ® foram feitas sempre às 

18he sempre pelo mesmo examinador, o qual era cego aos tratamentos administrados 

em cada olho. 

 

Figura 1. Procedimento padrão de interferometria que permite selecionar diversas 

funções (espessura da camâda lipídica, altura do menisco lacrimal e tempo de ruptura 

do filme lacrimal não invasivo). Fonte: 

https://www.sbmsistemi.com/v20/res/ATLASVET_eng.pdf. 



 

39  

 

 

 

 

Figura 2. Escala colorimétrica que indica a espessura da camada lipídica da lágrima. 

De acordo com a concentração de lipídios dispersos na lágrima o ponteiro oscila. 

Nessa escala, o vermelho varia de grau 0 a 1, sendo grau 0 (ausência de camada 

lipídica) e 1 (camada lipídica oscilando entre 15-30 nm). Na escala amarela (grau 2), 

a camada lipídica apresenta-se de 31-60 nm. Na escala verde, a espessura da 

camada lipídica varia de 61-100 nm (grau 3) e acima de 100 nm (grau 4). Fonte: 

https://www.sbmsistemi.com/v20/res/ATLASVET_eng.pdf.  

 

 

Figura 3. Esquema utilizado para quantificação da espessura do menisco lacrimal. 

Após centralizar a pupila no ponto central verde, o menisco lacrimal se evidencia na 

região palpebral ventral (seta branca). Na sequência, ao se posicionar dois cursores 

(seta laranja), a altura do menisco lacrimal é quantificada. Fonte: 

https://www.sbmsistemi.com/v20/res/ATLASVET_eng.pdf.  
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Figura 4. Realização do tempo de ruptura do filme lacrimal não invasivo. Após 

centralizar o anel gradeado no eixo pupilar inicia-se a contagem do cronômetro (A). A 

distorção de uma das linhas contidas nas grades do ceratômetro, indicam o início do 

tempo de ruptura do filme lacrimal e o crômetro é pausado (B). Fonte: 

https://www.sbmsistemi.com/v20/res/ATLASVET_eng.pdf.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Para realização da Meibomiografia, utiliza-se a luz infravermelha do 

aparelho. Após a inversão da pálpebra superior, uma imagem da região da conjuntiva 

palpebral dorsal é obtida para que as glândulas de Meibômio (setas vermelhas) 

possam ser identificadas. Fonte: 

https://www.sbmsistemi.com/v20/res/ATLASVET_eng.pdf.  

  

(a) (b) 
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Figura 6. Meibomiografia. Após selecionar as glândulas de Meibômio, o ponterio da 

escala colorimétrica determina automaticamente a perda da área que não apresenta 

glândulas de meibômio (%). Em A, observa-se canalículos presentes em menor 

quantidade e o ponteiro oscilando na escala amarela, atribuindo 62% de perda. Em B, 

observa-se a distribuição normal dos canalículos das glândulas de Meibômio e o 

ponteiro oscilando na escala verde, atribuindo nota 26% de perda. Fonte: 

https://www.sbmsistemi.com/v20/res/ATLASVET_eng.pdf.  

 

 

4.5. Biópsia conjuntival e determinação da densidade de células caliciformes 

(DCC) 

Ao final das avaliaçõs do OSAvet®, a superfície ocular foi lavada com solução 

de iodopovidona a 0,5%. Em seguida, foi instilada uma gota de proxymetacaína a 

0,5% (Anestalcon® Alcon Laboratórios do Brasil Ltda., São Paulo, SP, Brasil) e após 

dois minutos de intervalo, colheu-se uma amostra de conjuntiva palpebral, medindo 

aproximadamente 3,0mm, do fornice ventro-nasal. O mesmo procedimento foi 

repetido 30 dias após o início dos tratamentos, longe da área de onde a biópsia prévia 

foi realizada. As amostras foram divididas ao meio, sendo uma parte preservada em 

formol a 10%, destinada a análise histopatológica. Essa amostra foi corada com ácido 

periódico Shiff e contracoradas com hematoxilina e eosina. Para determinação da 

(a) (b
)
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DCC foram, utilizou-se o aumento de 40x e foram contadas todas as células 

caliciformes presentes entre 50 células epiteliais da conjuntiva. 

 

4.6. Quantificação de biomarcadores de estresse oxidativo (BEO) 

Imediatamente após a coleta, os fragmentos destinados à análise BEO foram 

preservados em inibidor de protease e mantidos a -80°C. Homogenados foram 

preparados por fragmentação mecânica do tecido conjuntival e a concentração de 

proteína total foi determinada pelo teste de Bradford (BRADFORD, 1976). A atividade 

SOD foi realizada conforme já descrito, com algumas modificações (EWING et al., 

1995). O sistema de reação completo (em 0,25 mL de volume total) consistia em 50 

mM de tampão fosfato, pH 7,4, contendo 0,1 mM de EDTA, 50 μM de NBT, 78 μM de 

NADH, 3,3 μM de PMS (concentração final) e 500 ηg de proteína. Para avaliar a 

atividade da CAT, a amostra foi diluída 10 vezes em tampão Tris-HCl (50 mM, pH 7,4) 

e o coeficiente de extinção molar de H2O2 foi usado para determinar a atividade da 

CAT (AEBI, 1984). Os resultados foram expressos em U/mg de proteína. 

Para a quantificação de MDA livre, as amostras foram homogeneizadas em 

2,0 mL de cloreto de potássio a 1,15% e depois centrifugadas a 3350 xg a 4°C por 10 

min. O sobrenadante foi transferido para um microtubo e armazenado em gelo até a 

análise. Para a medição, foram adicionados 100 μL de solução de ácido tiobarbitúrico 

0,144% (solubilizado em tampão fosfato 75 mM, pH 2,5) e 0,5 mL da amostra (utilizou-

se água para o branco). A solução foi agitada vigorosamente e então colocada em 

banho-maria aquecida a 94°C por 60 min. Além disso, 200 μL de álcool n-butílico 

foram adicionados e a mistura foi homogeneizada. A mistura foi então centrifugada a 

1884 xg por 10 min a 4°C (PERCÁRIO, 2010). O sobrenadante foi separado e a 

absorbância a 535 ηm foi determinada usando um espectrofotômetro UV-Vis. Os 

resultados foram expressos em µmol/g de tecido. 

 

4.7. Análise estatística 

O tamanho da amostra foi determinado com uma taxa de erro alfa de 5% e 

poder de 80% com base em desvios padrões e valores limite de equivalência 

detectados em um estudo piloto com 14 cães saudáveis e estudos publicados 
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anteriormente que avaliaram os parâmetros OSAvet® em cães com olhos saudáveis 

e doentes (JEONG et al., 2021; KIM et al., 2022; REYNOLDS et al., 2022; FAGHIHI et 

al., 2022). Para todas as avaliações, calculou-se que 10 ou mais olhos por tratamento 

seria um número de amostra apropriado (www.sealedenvelope.com). 

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade dos dados. 

Todas as variáveis avaliadas pelo OSAvet® dentro do mesmo tratamento foram 

comparadas por meio de análise de variância (ANOVA) para medidas repetidas, 

seguida pelo teste de múltiplas comparações de Bonferroni quando necessário. As 

diferenças entre os tratamentos avaliadas pelo OSAvet® foram comparadas por 

ANOVA regular, seguida do teste de múltiplas comparações de Bonferroni quando 

necessário. A DCC quantificada anteriomente e 30 dias após os tratamentos foi 

comparada dentro de um mesmo olho-tratado pelo teste T student pareado. Para 

avaliar diferenças entre os tratamentos (olhos distintos) nos mesmos períodos, 

utilizou-se o teste T student não pareado.  

Os níveis de CAT, SOD e MDA quantificados anteriomente e 30 dias após os 

tratamentos foram comparados dentro de um mesmo olho-tratado pelo teste de 

Wilcoxon. Para avaliar diferenças entre os tratamentos (olhos distintos) nos mesmos 

períodos, utilizou-se o teste de Mann-Whitney. O teste de Person foi utilizado para 

verificar possíveis correlações entre os parâmetros avaliados pelo OSAvet®, assim 

como entre DCC vs. TRFLni. O teste de Spearman foi utilizado para verificar possíveis 

correlações entre DCC e os BEO. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significativas se p ≤ 0,05 (Prism 4.0-GraphPad Software inc, Califórnia, EUA). Nas 

avaliações relativas aos BEO, os dados encontram-se expressos na forma de mediana 

(mínimo e máximo). Em todos os demais, são expressos como média ± desvio padrão 

(DP). 

 

5. RESULTADOS 
 

5.1. Avaliação do filme lacrimal e meibografia 

Os valores de ECL e AML não mudaram desde a aferição basal até o dia 30 

nos olhos que receberam CTSC ou CTCB (p > 0,05) (Tabela 1, Figura 7, 8 e 9). Em 

comparação ao período basal, o TRFLni foi menor em ambos os tratamentos, nas 
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avaliações dos dias 15 e 30. Porém, diferença significativa foi alcançada apenas nas 

comparações entre o dia 30 e o valor basal, para ambos os tratamentos (p < 0,01) 

(Tabela 1, Figuras 7 e 10). 

A taxa de perda de GM aumentou nos dias 15 e 30 em ambos os tratamentos. 

Entretanto, apenas os olhos que receberam CTSC esse aumento foi sigificativo ao dia 

15 (p < 0,01) (Tabela 1, Figura 7). Na avalição do dia 30, ambos os tratamentos 

elevaram a taxa de perda de GM de forma significativa (p < 0,05) (Figura 11). Em 

todos os parâmetros avaliados com OSAvet®, não foram observadas diferenças entre 

os tratamentos em quaisquer dos momentos avaliados (p > 0,05) (Tabela 1, Figura 7). 

Ademais, não houve correlação entre os parâmetros avaliados com OSAvet® (Tabela 

2). 

 

Tabela 1. Média ± DP da espessura da camada lipídica, taxa de perda da glândula 

meibomiana (GM), altura do menisco lacrimal e tempo de ruptura do filme lacrimal não 

invasivo (TRFL ni) avaliados durante os pontos de tempo em os olhos que receberam 

cetorolaco de tromatamol contendo (CTCB) ou não cloreto de benzalcônio (CTSC).  

 valor basal  15 dias 30 dias valor-p 

Espessura da camada lipídica (nm) 

CTSC 

CTCB 

valor p 0,37 

 

39,55 ± 26,78 

40,91 ± 25,77 

 

 

32,27 ± 24,63 

33,64 ± 23,99 

 

21,82 ± 7,83 

29,09 ± 18,41 

 

 

0,10 

0,42 

Altura do menisco lacrimal (mm) 

CTSC 

CTCB 

valor p 0,89 

 

0,32 ± 0,14 

0,36 ± 0,18 

 

 

0,35 ± 0,20 

0,40 ± 0,29 

 

 

0,41 ± 0,22 

0,38 ± 0,16 

 

 

0,46 

0,92 

TRFL ni (s) 

CTSC 

CTCB 

valor-p 

 

16,36 ± 8,43 

14,78 ± 7,85 

0,65 

 

9,79 ± 5,40 

9,97 ± 6,98 

0,94 

 

7,32 ± 4,75* 

8,52 ± 4,75* 

0,55 

 

<0,01 

0,03 

Taxa de perda de GM (%) 

CTSC 

CTCB 

valor-p 

 

13,73 ± 12,45 

22,00 ± 14,35 

0,16 

 

34,82 ± 11,81 a 

35,00 ± 10,61 

0,97 

 

38,91 ± 17,25* 

41,64 ± 12,89* 

0,67 

 

<0,01 a , <0,001* 

<0,01 

a: Difere significativamente da linha dos valores basais 
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Figura 7. Espessura da camada lipídica, altura do menisco lacrimal, tempo de ruptura 

do filme lacrimal não invasivo (TRFL ni) e taxa de perda de glândulas Meibômio (taxa 

de perda de GM) avaliada durante o período basal nos olhos que receberam 

cetorolaco de trometamol (CT) contendo ou não cloreto de benzalcônio. A linha 

representa a média e os círculos referem-se a disperção individual. 

 

 

Figura 8. Imagens do mesmo cão relativas à quantificação da espessura da camada 

lipídica, avaliadas pelo OSAvet® no período basal (a) e 30 dias (b) após os 

tratamentos. 
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Figura 9. Imagens do mesmo cão relativas à mensuração da altura do menisco 

lacrimal, avaliadas pelo OSAvet® no período basal (a) e 30 dias (b) após os 

tratamentos. 

 

 

Figura 10. Imagens do mesmo cão relativas à mensuração do tempo de ruptura do 

filme lacrimal avaliadas pelo OSAvet® no período basal (a) e 30 dias (b) após os 

tratamentos.  
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Figura 11. Imagens do mesmo cão relativas à meibografia, avaliadas pelo OSAvet® 

no período basal (a) e 30 dias (b) após os tratamentos 
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Tabela 2. Correlações entre os parâmetros lacrimais avaliados pelo OSAvet®, nos 

olhos que receberam cetorolaco de trometamol contendo (CTCB) ou não cloreto de 

benzalcônio (CTSC) 

 Person r valor-p 

TRFL ni vs. Espessura da camada lipídica 

CTSC 

CTCB 

 

0,01 

0,08 

 

0,93 

0,65 

TRFL ni vs. taxa de perda de GM 

CTSC 

CTCB 

 

-0,21 

-0,28 

 

0,23 

0,10 

TRFL ni vs. Altura do menisco lacrimal 

CTSC 

CTCB 

 

-0,26 

-0,10 

 

0,13 

0,56 

Taxa de perda de GM vs. Espessura da camada lipídica 

CTSC 

CTCB 

 

-0,19 

-0,16 

 

0,28 

0,35 

Taxa de perda de GM vs. Altura do menisco lacrimal 

CTSC 

CTCB 

 

-0,05 

-0,15 

 

0,76 

0,38 

Altura do menisco lacrimal vs. Espessura da camada lipídica 

CTSC 

CTCB  

 

-0,25 

0,06 

 

0,16 

0,73 

 

5.2. Densidade de células califormes (DCC) conjuntivais 
 

A DCC diminuiu significativamente no dia 30 em ambos os tratamentos (p < 

0,05) (Tabela 3) (Figura 12 e 13). No entanto, não foram observadas diferenças entre 

os tratamentos no período basal e no dia 30 (p > 0,05) (Figura 2). Correlações 

positivas entre TRFL ni e a DCC foram observadas nos olhos que receberam CTSC 

(r = 0,84, p < 0,0001) e CTCB (r = 0,88, p < 0,0001) (Figura 14). 
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Tabela 3. Média ± DP da densidade de células caliciformes da conjuntiva avaliada 

durante o período basal e após 30 dias nos olhos que receberam cetorolaco de 

trometamol contendo (CTCB) ou não cloreto de benzalcônio (CTSC). 

 valor basal 30 dias valor-p 

CTSC 35,91 ± 6,74 20,64 ± 6,90 0,002 

CTCB 36,64 ± 10,41 24,73 ± 10,62 0,0002 

valor-p 0,84 0,29  

 

 

 

Figura 12. Densidade de células caliciformes conjuntivais avaliada durante o período 

basal e após 30 dias de tratamento com cetorolaco de trometamol (CT) contendo ou 

não cloreto de benzalcônio. A linha representa a média e os círculos referem-se às 

dispersões individuais. 
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Figura 13. Densidade de células caliciformes conjuntivais avaliada no período basal, 

nos olhos a serem tratados supostamente com cetorolaco de tromatamol contendo (a) 

ou não cloreto de benzalcônio (b). Amostras conjuntivais coletadas dos mesmos olhos, 

30 dias após o tratamento com cetorolaco de tromatamol contendo (c) ou não cloreto 

de benzalcônio (d). Coloração em Ácido Periódico Shiff/Hematoxilina & Eosina 

(aumento de x40). 
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Figura 14. Curvas de regressão linear mostrando correlação positiva entre o tempo 

de ruptura do filme lacrimal não invasivo (TRFL ni) e a densidade de células 

caliciformes em ambos tratamentos. A linha pontilhada indica o intervalo de confiança 

de 95%. 

 

5.3. Biomarcadores do estresse oxidativo (BEO) 

Quando comparada com com o o período basal, a enzima SOD diminuiu 

significativamente apenas nos olhos tratados com CTCB (p = 0,006) (Tabela 4). A 

enzima CAT diminuiu significativamente no dia 30 em ambos os tratamentos (p = 

0,001). No entanto, apenas os olhos tratados com CTCB apresentaram valores 

significativamente maiores de MDA no dia 30 (p = 0,002). Não foram observadas 

diferenças entre os tratamentos ou em quaisquer momentos avaliados em nenhum 

BEO avaliado (p > 0,05) (Tabela 3). Todos os BEO avaliados correlacionaram-se 

significativamente com a DCC conjuntivais (p < 0,05) (Tabela 5). 
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Tabela 4. Valores medianos (mínimo e máximo) da catalase conjuntival, da 

superóxido dismutase e do malondialdeído quantificados antes e após 30 dias de 

tratamento com cetorolaco de tromatamol contendo (CTCB) ou não cloreto de 

benzalcônio (CTSC). 

 Valor basal 30 dias valor-p 

Superóxido dismutase (U/mg) 

CTSC 

CTCB 

valor-p 

 

14,37 (13,10 a 29,90) 

15,01 (12,16 a 21,30) 

0,64 

 

14,04 (10,14 a 22,51) 

12,96 (10,21 a 15,04) 

0,37 

 

0,46 

0,006 

Catalase (U/mg) 

CTSC 

CTCB 

valor-p 

 

4,77 (0,54 a 69,11) 

3,08 (0,52 a 17,36) 

0,43 

 

2,38 (0,27 a 34,55) 

1,54 (0,2 a 8,68) 

0,43 

 

0,001 

0,001 

Malondialdeido (µmol/g) 

CTSC 

CTCB 

valor-p 

 

2,12 (0,66 a 3,87) 

2,12 (0,66 a 3,06) 

0,89 

 

3,02 (0,6 a 9,62) 

3,13 (1,05 a 6,52) 

0,29 

 

0,19 

0,002 
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Tabela 5. Correlações entre biomarcadores do estresse oxidativo vs. densidade de 

células caliciformes nos olhos que receberam cetorolaco de tromatamol contendo 

(CTCB) ou não cloreto de benzalcônio (CTSC). 

 Sperman r valor-p 

Densidade de células caliciformes vs. Catalase 

CTSC 

CTCB 

 

0,77 

0,95 

 

<0,0001 

<0,0001 

Densidade de células caliciformes vs. Superóxido 

dismutase 

CTSC 

CTCB 

 

0,77 

0,97 

 

<0,0001 

<0,0001 

Densidade de células caliciformes vs. Malondialdeído 

CTSC 

CTCB 

 

-0,85 

-0,69 

 

<0,0001 

<0,0003 

 

6. DISCUSSÃO 
 

Dispositivos específicos capazes de avaliar a ECL do filme lacrimal, a AML, a 

taxa de perda de GM e o TRFL sem o uso de fluoresceína (TRFLni), têm sido usados 

em cães saudáveis e naqueles com disfunção de GMs (VIÑAS et al., 2019; JEONG et 

al., 2021; KIM et al., 2022; FAGHIHI et al., 2022; REYNOLDS et al., 2022). No entanto, 

apenas dois desses estudos relataram os resultados do TRFLni em cães saudáveis 

(JEONG et al., 2022; KIM et al., 2022). Em um desses estudos, os valores de TRFLni 

avaliados em 17 cães de diferentes raças variaram de 7 a 12 segundos (JEONG et al., 

2022); enquanto no outro, os valores de TRFLni avaliados em 10 beagles variaram de 

8,2 a 37 segundos (média de 19,1 ± 9,5 segundos) (KIM et al., 2022). No presente 

estudo, os valores médios de TRFLni entre os olhos direito e esquerdo avaliados antes 

dos tratamentos foram de 15,57 segundos, a similitude dos valores relatados 

anteriormente (JEONG et al., 2022; KIM et al., 2022). 

Até o momento, não há padronização de um sistema de classificação ou 

estadiamento para o diagnóstico da taxa perda de GM através da meibografia 

infravermelha (HISEY et al., 2023). Três estudos anteriores, realizados em cães 

saudáveis, utilizaram uma avaliação quantitativa adaptada, daquela estabelecida em 
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oftalmologia humana, para avaliar esse parâmetro (JEONG et al., 2022; KIM et al. 

2022; REYNOLDS et al., 2022). Em um desses estudos, a taxa de perda de GM foi 

inferior a 25% em 11/20 olhos e variou de 26 a 50% nos outros 9 olhos (KIM et al., 

2022). Jung et al. (2022) relataram uma taxa de perda de GM de 0% em 18/25 olhos 

avaliados, enquanto os outros 7 olhos mostraram uma taxa de perda de GM de 33%. 

Outro estudo relatou que apenas 4/42 olhos apresentaram uma taxa de perda de GM 

superior a 25% (REYNOLDS et al., 2022). No presente estudo, a taxa de perda de GM 

avaliada durante o período basal pode ser considerada normal (menor que 25%) em 

72,72% dos olhos (16/22). Nos outros 6 olhos, a taxa de perda de GM avaliada durante 

esse período variou de 27 a 47%, o que também fora reportado anteriormente em 

cães saudáveis (JEONG et al., 2022; KIM et al. 2022). 

Os resultados relativos a ECL em cães saudáveis foram relatados 

anteriormente em apenas três estudos (FAGHIHI et al., 2022; KIM et al., 2022; 

REYNOLDS et al., 2022). Em um desses estudos, valores de ECL oscilaram de 30 a 

80 nm (11/20 olhos) (KIM et al., 2022), o que corresponde aos intervalos descritos 

entre os graus 1-3 (Figura 2). Faghihi et al. (2022) avaliaram 82 olhos e constataram 

que o grau 1 (ECL de 15nm) foi o escore mais frequente, seguido pelo grau 2 (ECL 

de 15–30 nm). No entanto, 52/82 dos olhos classificados como grau 1 eram 

pertencentes a raças braquicefálicas (FAGHIHI et al., 2022). Reynolds et al. (2022) 

relataram em uma população de 21 cães (42 olhos) valores de referência para a ECL 

como sendo 59,2 ± 34,9 nm. Tais valores são superiores aos encontrados no presente 

estudo e nàquele previamente relatado por outros pesquisadores (FAGHIHI et al., 

2022; KIM et al., 2022). No presente estudo, a média da ECL aferida durante o perído 

basal foi de 40,23 nm, o que corresponde aos graus 1-3, a similitude do que fora 

descrito em cães da Coreia do Sul (KIM et al., 2022). 

Em dois estudos realizados em cães da Coreia do Sul, a AML foi de 0,52 ± 

0,27 (JEONG et al., 2022) e 0,41 ± 0,21 mm (KIM et al., 2022). Durante a avalição 

basal, o AML médio foi de 0,34 ± 0,16 mm, sendo inferior aos valores relatados 

anteriormente (JEONG et al., 2022, KIM et al., 2022). Após 30 dias de tratamento com 

ambos os colírios, a AML não se alterou em quaisquer dos olhos. Até o momento, 

apenas um estudo avaliou possíveis correlações entre os parâmetros lacrimais 
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avaliados com um analisador de superfície ocular, semelhante ao usado aqui (KIM et 

al., 2022). Neste estudo, todavia, apenas o TRFLni e a AML se correlacionaram 

positivamente (KIM et al., 2022). Diferentemente, no presente estudo não foram 

encontradas correlações entre os parâmetros avaliados pelo OSAvet®. 

Em humanos, estudos clínicos e in vitro mostraram que soluções oftálmicas 

de análogos de prostaglandinas (APGs) enriquecidas com CB causaram danos mais 

graves as GM em comparação com soluções oftálmicas de APGs sem conservantes 

(HA et al., 2019; RATH et al., 2019). No entanto, não há estudos anteriores 

comparando os possíveis efeitos de soluções oftálmicas a base de AINEs sobre as 

GM. Os resultados do nosso estudo mostraram que a instilação contínua de CT por 

30 dias consecutivos, contendo ou não CB, é prejudicial as GM, conforme 

demonstrado pelas avaliações do OSAvet®. O presente resultado sugere que tanto o 

componente ativo quanto o conservante CB das soluções oftálmicas de CT podem 

contribuir para a disfunção das GM. Por outro lado, apenas uma ligeira diminuição na 

ECL ocorreu desde a avalição basal até o dia 30 em ambos os tratamentos. Essa 

observação pode provavelmente ter resultado na ausência de correlação entre a taxa 

de perda de GM vs. ECL. Nossos resultados contrastam com os achados relatados 

em humanos, que mostraram que o número de GM está negativamente 

correlacionado com a ECL (PULT et al., 2012; EOM et al., 2013). Embora uma taxa 

de perda de GM significativamente maior tenha sido observada 15 dias antes nos 

olhos tratados com CTSC, acredita-se que esse achado não foi causado pela 

formulação em si, mas pelo menor número de GM contida nos olhos alocados neste 

tratamento, conforme observado nas avaliações basais (Figura 7). 

O TRFLni foi outro parâmetro que também diminuiu significativamente em 

ambos os tratamentos após 30 dias. Como os demais, esse parâmetro também não 

se correlacionou com a ECL e com a taxa de perda de GM. Reportou-se que em 

pacientes com disfunção das GM, ocorre elevação nos valores do TLS para 

compensar essa taxa de perda de GM (ARITA et al., 2015). No entanto, nesse mesmo 

estudo, os pesquisadores não encontraram nenhuma correlação entre a taxa de perda 

de GM e o TRFL, a similitude do que fora descrito na presente pesquisa (ARITA et al., 

2015). No presente estudo, não foram avaliados os possíveis efeitos do CT sobre o 
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TLS, mas a AML não se alterou durante o curso de 30 dias em ambos tratamentos. 

Apenas dois estudos anteriores realizados em humanos relataram os possíveis efeitos 

adversos de soluções oftálmicas a base de AINEs sobre parâmetros lacrimais 

(KAWAHARA et al., 2016; KATO et al., 2017). Em um desses estudos, o TRFL, o TLS 

e a AML não se alteraram após 30 dias de tratamento com diclofenaco ou nepafenaco 

tópico, em pacientes submetidos a facoemulsificação (KAWAHARA et al., 2016). 

Diferentemente, outro estudo mostrou que o TRFL reduziu significativamente, mesmo 

em indivíduos tratados por 30 dias consecutivos com solução oftálmica de diclofenaco 

sem conservante, após facoemulsificação (KATO et al., 2017). No entanto, este 

mesmo estudo não considerou a inclusão de um grupo tratado com diclofenaco 

preservado com CB (KATO et al., 2017). 

Dois estudos in vitro relataram que o uso de soluções oftálmicas a base de 

AINEs tópicos pode induzir efeitos colaterais em linhagens de células 

corneoconjuntivais de humanos (AYAKI et al., 2010; LEE et al., 2015). Em um desses 

estudos, Lee et al. (2015) relataram que a quantidade de conservantes na solução 

oftálmica de diclofenaco sódico era maior, comparativamente a outras soluções 

oftálmicas contendo outros AINEs. Ademais, os mesmos autores relataram que a 

migração celular da córnea foi significativamente mais lenta em 48 h, nas placas 

expostas ao diclofenaco, comparativamente àquelas tratadas com bromofenac e 

pranoprofeno (LEE et al., 2015). Em outro estudo, pacientes humanos tratados com 

diclofenaco tópico apresentaram pontuações de coloração de fluoresceína conjuntival 

e corneana significativamente mais altas, quatro semanas após a facoemulsificação, 

comprativamente aos pacientes tratados com nepafenaco tópico (KAWAHARA et al., 

2016). Não obstante, nenhum desses estudos comparou os efeitos do diclofenaco 

com CT (AYAKI et al., 2010; LEE et al., 2015; KAWAHARA et al., 2016). Apenas um 

estudo clínico realizado em humanos comparou os possíveis efeitos adversos de 

soluções oftálmicas a base de diclofenaco, CT e outros AINEs na superfície ocular 

(CONGDON et al. 2001). Os resultados desse estudo mostraram que as complicações 

corneais associadas aos AINEs tópicos foram confirmadas em 81,8% dos casos e 

envolveram o uso de diclofenaco genérico em 53,8% (CONGDON et al. 2001). Os 

casos associados ao uso de CT eram mais propensos a ter comorbidade ocular e a 
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receberem doses totais significativamente maiores (CONGDON et al. 2001). Embora 

uma avaliação mais detalhada da superfície da córnea não tenha sido realizada no 

presente estudo (como a coloração com verde de Lissaminee ou microscopia confocal 

in vivo) é possível que alterações nestes tecidos, possam ter ocorrido. Portanto é 

necessário realizar outras investigações, considerando comparar diferentes soluções 

oftálmicas a base de AINEs utilizados em cães. 

Reportou-se que as soluções oftálmicas de diclofenaco e bromofenac, ambas 

preservadas com CB, foram mais citotóxicas para células corneoconjuntivais de 

humanos, comparativamente às culturas de células expostas aos mesmos 

componentes livres de conservantes (AYAKI, et al., 2010). No entanto, outro estudo 

realizado com pacientes humanos mostrou que mesmo uma solução oftálmica de 

diclofenaco, livre de conservante, utilizada por 30 dias após a facoemulsificação foi 

capaz de reduzir significativamente a DCC conjuntival (KATO et al., 2017). Tal achado 

corrobora com nossos resultados, que mostraram que ambas as formulações de CT 

foram igualmente prejudiciais para a DCC conjuntival, após 30 dias de tratamento. 

Uma possível explicação para a ausência de diferenças estatísticas entre os 

tratamentos na maioria dos parâmetros avaliados em nosso estudo pode ser atribuída 

a maior biodisponibilidade e taxa de absorção do CTSC. Em um estudo, Attar et al. 

(2010) avaliaram os possíveis efeitos das mesmas formulações de CT aqui utilizadas. 

Nessa pesquisa, reportou-se que a formulação de CT contendo carboximetilcelulose 

como preservativo, aumentou a biodisponibilidade do CT em duas vezes no humor 

aquoso, e em três vezes no corpo ciliar, em comparação ao grupo tratado com CTCB. 

Dessa forma, Attar et al. (2010) conlcuíram que o esquema posológico pudesse ser 

reduzido de quatro vezes ao dia, para duas vezes ao dia em olhos tratados com CTSC 

(Attar et al., 2010). Em gatos, a instilação de diclofenaco sódico a 0,1%, quatro vezes 

ao dia, durante 7 dias por semana, não alterou os valores do TLS e do TRFL, sendo 

a hiperemia conjuntival constadada como único efeito adverso (HSU et al., 2015). 

Quando o equilíbrio entre a produção de ERO e a capacidade de um 

antioxidante para removê-los é interrompido, instala-se o processo oxidativo (NEZZAR 

et al., 2017; FARGHAHI et al. 2021). A avaliação dos BEO no tecido conjuntival 

mostrou que ambos os tratamentos, induziram a uma redução nos níveis de CAT, o 
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que sugere que essa enzima desempenhou um papel significativo na proteção do 

tecido conjuntival contra os efeitos do CT. No entanto, uma redução no quantitativo 

de SOD seguida por uma elevação na produção de MDA foi observada apenas nos 

olhos que receberam CTCB. Em humanos com pterígio de primeira ocorrência, os 

níveis conjuntivais de SOD, CAT e glutationa peroxidase tendem a diminuir, em 

comparação com pacientes com olhos normais, mas reduções significativas dessas 

enzimas foram observadas apenas em pacientes com pterígio recorrente 

(KORMANOVSKI et al., 2014). Um comportamento anormal nos BEO, na forma de 

SOD e CAT reduzidos e MDA elevado também foi observado nos tecidos conjuntivais 

e corneais de coelhos expostos à luz ultravioleta (DEMIR et al., 2005, RUBAN et al., 

2019), e nas lágrimas de cães e gatos com diferentes tipos de úlcera de córnea 

(FARGHALI et al. 2021). Nesses estudos supracitados, indivíduos tratados com um 

medicamento supostamente antioxidante apresentaram níveis mais altos de SOD e 

CAT, e níveis mais baixos de MDA (DEMIR et al., 2005; RUBAN et al., 2019; 

FARGHALI et al. 2021). De fato, outro estudo mostrou que as quantidades de ânions 

superóxido são maiores em linhagens celulares epiteliais conjuntivais de humanos 

tratados com APGs contendo CB, comparativamente aqueles tratados com uma 

formulação de APG sem CB (BRASNU et al., 2008). Portanto, os níveis reduzidos de 

SOD, seguidos pelos níveis mais elevados de MDA observados nos olhos que 

receberam CTCB, sugerem que o CB estimula uma maior peroxidação lipídica, 

desempenhando um papel prejudicial ao tecido conjuntival, apesar da ausência de 

significância estatística entre os tratamentos, em relação aos parâmetros avaliados 

pelo OSAvet ® e a DCC quantificadas pela histologia. 

Reportou-se que que AINEs quando associados a nicotinamida adenina 

dinucleotídeo oxidases, a lipoxigenase, a isoforma do óxido nítrico, a xantina 

oxidorredutase, o citocromo P450s e as ciclooxigenases são capazes de gerar ERO 

em sistemas biológicos (GALATI et al., 2002). De fato, um estudo mostrou que os 

níveis sanguíneos de MDA aumentam de forma linear e significativa em pacientes 

humanos tratados por longo perído com AINEs sistêmicos (NAWAS et al., 2020). No 

entanto, outro estudo mostrou o contrário e reportou que o diclofenaco, o meloxicam 

e o celecoxibe apresentaram efeitos antioxidantes em extensões variáveis, podendo 
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diminuir os níveis sanguíneos de MDA e aumentar os níveis sanguíneos de SOD, em 

pacientes humanos com artrite reumatóide (DIXIT et al., 2020). No cotexto da 

oftalmologia, um estudo mostrou que a mesma solução de CTSC aqui utilizada, foi 

capaz de reduzir a inflamação e de atrasar a cicatrização corneana de coelhos, sem 

impactar a expressão da isoforma do óxido nítrico ou da metaloprotease-9 (LIMA et 

al., 2015). 

Este foi o primeiro estudo a mostrar que BEO estão correlacionados com a 

DCC conjuntivais em cães. Um estudo demonstrou que durante o envelhecimento em 

linhanges de camundongos que não expressam o gene SOD-1 (SOD1-knockout 

mice), que ocorre a exacerbação do estresse oxidativo (KOJIMA et al., 2015). Tal 

exacerbação no estresse oxidativo, induz a metaplasia escamosa do epitélio 

conjuntival com consequente redução do TRFL (KOJIMA et al., 2015). Tais resultados 

estão de acordo com os achados aqui reportados, que mostraram que não apenas a 

diminuição no quantitativo de SOD, mas também nos níveis de CAT e no aumento dos 

níveis de MDA estão correlacionados com a DCC do tecido conjuntival. As principais 

enzimas antioxidantes expressas no tecido conjuntival de humanos são as glutationas 

peroxidases (GPx) e a SOD-1, seguido, em menores proporções pela CAT (NEZZAR 

et al., 2017). No tecido conjuntival de humanos, essas enzimas estão distribuídas em 

no espaço extracelular (NEZZAR et al., 2017). A expressão de GPx no tecido 

conjuntival, não foi quantificada, mas uma redução significativa nos níveis de SOD e 

CAT conjuntival sugerem que essas enzimas desempenharam um papel significativo 

na proteção do tecido conjuntival contra os efeitos do CT. 

 

7. CONCLUSÃO 

Os resultados do nosso estudo mostraram que a instilação de CT, a cada 12, 

contendo ou não CB, por 30 dias consecutivos foi capaz de diminuir o TRFL ni, a DCC 

conjuntivais e de aumentar a taxa de perda de GM de cães saudáveis. Nossos 

resultados também mostraram que os menores valores de TRFL ni encontrados em 

ambos os tratamentos estão associados a uma redução da DCC. Os níveis reduzidos 

de SOD, seguidos por níveis de MDA mais elevados, observados nos olhos que 
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receberam CTCB sugerem que, o CB estimula uma maior peroxidação lipídica e, 

portanto, ainda desempenha um papel prejudicial ao tecido conjuntival, apesar da 

ausência de significância estatística entre os parâmetros avaliados pelo OSAvet® e na 

DCC avaliada pela histologia. 
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ANEXO I. Comprovante de submissão do artigo “Effects of trometamol ketorolac 
eye drops on blood count, serum biochemistry, and urinalysis in healthy dogs” 
ao periódico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e Zootecnia, quallis B1 
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APÊNDICE A – Arquivo submetido ao periódico Arquivo Brasileiro de Medicina 
Veterinária e Zootecnia 
 

Effects of trometamol ketorolac eye drops on blood count, serum biochemistry, and 

urinalysis in healthy dogs  

[Efeitos do colírio de cetorolaco de trometamol sobre o hemograma, a bioquímica sérica e a 

urinálise em cães saudáveis] 
 

ABSTRACT 

This study aimed to evaluate whether the instillation of trometamol ketorolac for 30 consecutive 

days may change the blood count, the serum biochemistry profile, and the urinalysis of healthy 

dogs. Eleven small breed dogs (4.6-10 kg), with ages ranging from 1 to 9 years were enrolled 

in the study. Dogs received 40 μL of 0.4% trometamol ketorolac eye drops, every each 12 h in 

both eyes for 30 consecutive days. Blood and urinary samples were collected at baseline, and 

following 15 and 30 days of the beginning of the treatment. Creatinine levels increased 

significantly at day 15 (1.21 ± 0.1 mg/dL) and 30 (1.22 ± 0.1 mg/dL) when compared with 

baseline (0.94 ± 0.1mg/dL) (P<0.01). Significantly increased values of serum potassium were 

observed only at day 30 (4.66 ± 0.15 mEq/L), when compared with day 15 (4.32 ± 0.12 mEq/L) 

and baseline (4.36 ± 0.15 mEq/L) (P<0.05). The other hematological and biochemical 

parameters did not change significantly during the study (P>0.05). From observations of our 

study, it can be concluded that the instillation of trometamol ketorolac for 30 consecutive days 

did not cause clinically relevant changes in the blood count, biochemistry profile and in the 

urinalysis of healthy dogs.  

 

Key words: creatinine, sodium, lactate, topical NSAID, systemic absorption. 

 

RESUMO 

Objetivou-se avaliar se a instilação de cetorolaco de trometamol durante 30 dias contínuos 

alteraria o hemograma, a bioquímica sérica e a urinálise em cães saudáveis. Dez cães de 

pequeno porte (4,6-10 kg) com idades entre 1 e 9 anos foram recrutados para a pesquisa.  Os 

cães foram tratados a cada 12 h com 40 μL de cetorolaco de trometamol a 0,4% em ambos os 

olhos, durante 30 dias consecutivos. Coleta de sangue foi realizada para obtenção de valores 

basais e aos 15 e 30 dias após o início do tratamento. A creatinina se elevou de forma 

significativa decorridos 15 (1,21 ± 0,1 mg/dL) e 30 dias (1,22 ± 0.1 mg/dL) da avaliação basal 

(0,94 ± 0,1mg/dL) (P<0,01). O potássio se elevou significativamente apenas ao 30º dia (4,66 

± 0,15 mEq/L), comparativamente à avaliação do 15º dia (4,32 ± 0,12 mEq/L) e a basal (4,36 

± 0,15 mEq/L) (P<0,05). Os demais parâmetros hematológicos e bioquímicos não se alteraram 

de forma significativa durante o estudo (P > 0.05). Conclui-se que a instilação de cetorolaco 

de trometamol por 30 dias não provocou alterações relevantes no hemograma, no perfil 

bioquímico e na urinálise de cães saudáveis. 

 

Palavras-chave: creatinina, sódio, AINE tópico, absorção sistêmica. 

 

INTRODUCTION 

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) inhibit the cyclo-oxygenase enzyme in the 

arachidonic acid pathway, which consequently decreases the production of pro-inflammatory 

mediators (Gilmour, 2004). Trometamol ketorolac (TK) is an NSAID that is commonly 
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prescribed as an ophthalmic solution in veterinary ophthalmology. In comparison to topical 

corticosteroids, topical NSAIDs are a more prudent therapeutic choice when treating patients 

with uveitis arising from infectious ocular diseases and those with diabetes who present with 

ulcerative keratouveitis or stromal abscesses (Gilmour, 2004).  

 In dogs, the reported side effects associated with the use of systemic NSAIDs include 

gastrointestinal disturbances, blood dyscrasias, hypoproteinemia, bronchoconstriction, 

hepatotoxicity, and nephrotoxicity (Gilmour, 2004; Lieser et al., 2021). Following topical 

application of ophthalmic solutions, a portion of the drug is absorbed systemically via 

conjunctival vessels and nasolacrimal drainage, where it can be absorbed by the nasal mucosa 

or swallowed (Segabb et al., 2020; Ewald et al., 2022). Occurrence of adverse systemic events 

secondary to topical administration of NSAIDs, although rare, has been reported in human 

beings as an in vitro inhibition of platelet function and exacerbation of bronchial asthma 

(Falcinelli et al., 2019; Syed et al., 2021). Systemic absorption following the instillation of 

ophthalmic NSAIDs has been confirmed in chickens, rabbits, and cats (Hsu et al., 2015; Lanuza 

et al., 2016; Griggs et al., 2017; Pereira et al., 2019). In chickens, topical administration of 

diclofenac to one or both eyes decreased total protein levels, but it did not alter plasma uric acid 

levels (Griggs et al., 2017). Similarly, Pereira et al. demonstrated that rabbits treated for 90 

days with a topical TK ophthalmic solution did not develop adverse systemic events based on 

clinical signs, food consumption, laboratory findings, and histopathology of the kidneys and 

liver. Two studies on healthy cats showed that the instillation of diclofenac or flurbiprofen as 

ophthalmic solutions did not induce clinically relevant abnormalities in the total blood count, 

urinalysis, or serum biochemistry profile (Hsu et al., 2015; Lanuza et al., 2016). However, in 

one of these studies, Hsu et al. reported that diclofenac-treated cats had a significantly lower 

glomerular filtration rate (GFR), presumably associated with iatrogenic hypovolemia. No 

previous reports or studies have evaluated the possible adverse systemic events following the 

administration of topical NSAIDs as ophthalmic solutions in dogs. Considering that dogs are 

commonly treated with topical medications, including NSAIDs, for long periods before and 

after cataract surgery, it is important to evaluate the possible changes in blood parameters in 

individuals receiving this class of drugs. Therefore, the current study aimed to investigate 

whether the instillation of TK for 30 consecutive days would affect the values of hematocrit, 

hemoglobin, platelets, leukogram, albumin, alanine aminotransferase (ALT), alkaline 

phosphatase (AP), urea, creatinine, lactate, sodium, potassium, and urinalysis parameters in 

healthy dogs. 

 

MATERIALS AND METHODS 

This study was approved by the institutional Committee for Ethics in the Use of Animals of 

[MASKED FOR REVIEW] (protocol # 23108.043452/2022-05). Four castrated male dogs and 

seven spayed bitches (n=11) aged 2–7 years and weighing 4.6–10.3 kg were included in this 

study. The breeds included were as follows: Schnauzer (1), Pincher (3), Dachshund (1), 

Yorkshire Terrier (2), and mixed breed (4). The exclusion criteria were current or recent (20 

days before) treatment with any systemic or topical ophthalmic medications and current or 

history of ophthalmic or any other known systemic comorbidities. 

 General physical and ophthalmic examinations were performed on each dog prior to its 

inclusion in the study. Further, 5 mL of blood was collected from the jugular vein for 

hematological evaluation (hematocrit, hemoglobin, platelets, leukogram, and total protein) and 

serum biochemical analysis (albumin, ALT, AP, urea, creatinine, lactate, sodium, and 

potassium).  An automated hematological (pocH-100iv Diff, Sysmex, Brazil) and biochemical 
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analyzers (CM 250, Wiener lab group, Brazil) were used to perform some of the laboratorial 

exams described above. Hematocrit and platelet counts were determined manually using light 

microscopy. Lactate levels were determined with a portable lactimeter (Accutrend Plus®, 

Roche, Brazil). Sodium and potassium levels were measured using an electrolyte analyzer. 

(EasyLite, Grupo Kovalent, Brazil). 

Fresh urine samples were collected by ultrasound-guided cystocentesis in female dogs 

and urethral catheterization in male dogs for urinalysis and determination of the urine protein-

to-creatinine (UPC) concentration ratio. In the urinalysis, urine specific gravity was measured 

using refractometry (Atago Refractometer®). Urine pH and other chemical parameters were 

evaluated using reagent test strips (Combur10 Test UX, Roche, Brazil) and recorded on a 

specific reader (Urisys 1100, Roche, Brazil). All laboratory procedures were performed on each 

dog approximately one week before the start of the study to ensure that all individuals were 

healthy and to collect baseline values. 

Once selected, the dogs were administered 40 μL of 0.4% TK ophthalmic solution 

(Acular® LS, Allergan, Guarulhos, SP, Brazil) in both eyes every 12 h for 30 consecutive days. 

The general condition of the animals and gastrointestinal tolerance (food intake, vomiting, 

diarrhea, and melena) to NSAIDs were assessed daily. The general condition of the animals and 

their gastrointestinal tolerance (food intake, vomiting, diarrhea, and melena) to NSAIDs were 

assessed daily. Physical examination, body weight, and blood and urinary parameters were 

assessed one day before, as well as 15 and 30 days after starting treatment with TK. All dogs 

included in the study were kept in their homes and were treated and examined daily by 

veterinarians enrolled in the study. For blood and urine sample collection, the dogs were 

brought to the hospital and managed by the same veterinarians.  

The sample size was determined with a 5% alpha error rate and 80% power based on 

based on standard deviations and equivalence limit values for for hematological and 

biochemical parameters detected in previously published stydies thad used six dogs/group as 

an animal model for NSAID tolerance (LUNA et al., 2007; FUSELLIER et al., 2008; BORGES 

et al, 2013). Greater than or equal to 7 dogs was calculated as the appropriate sample size 

(www.sealedenvelope.com). The Shapiro–Wilk test was used to assess data normality. All 

variables were compared using a one-way analysis of variance for repeated measures, followed 

by Bonferroni´s multiple comparison test to assess the possible differences in values observed 

on days 15 and 30 compared to the baseline values. Differences were considered statistically 

significant at P<0.05 (Prism 4.0-GraphPad Software inc, California, USA). The data are 

expressed as mean ± standard deviation. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

To our knowledge, this is the first study to evaluate the possible adverse events in dogs treated 

with the TK ophthalmic solution for 30 consecutive days. Although systemic absorption of TK 

was not examined in the present study, it might have occurred because prednisolone and 

dexamethasone were detected in the plasma of healthy dogs 1, 7, and 14 days after both drugs 

were administered as ophthalmic solutions (Segabb et al., 2020; Ewald et al., 2022). 

Additionally, systemic absorption following the instillation of ophthalmic NSAIDs has been 

confirmed in chickens (diclofenac), rabbits (diclofenac and TK), and cats (flurbiprofen and 

diclofenac) (Griggs et al., 2017; Pereira et al., 2019; Hsu et al., 2015; Lanuza et al., 2016). In 

the present study, the dogs were not kept in a controlled environment. In the present study, the 

dogs were not kept in a controlled environment. However, they were all owned by veterinarians 

http://www.sealedenvelope.com/


 

74  

 

enrolled in the study. All participants lived in the same city [MASKED FOR REVIEW] and 

were treated during the same period (from July to august of 2022), which made treatments and 

examinations possible on a daily basis 

In the present study, instillation of TK for 30 consecutive days did not result in 

abnormalities in red blood cells. Similarly, a previous study conducted on dogs showed that 

oral administration of meloxicam and carprofen for 10 or more days did not result in erythrocyte 

dyscrasia or oxidative erythrocyte damage (P>0.05) (Table 1). Similarly, a previous study 

conducted on dogs showed that oral administration of meloxicam and carprofen for 10 or more 

days did not result in erythrocyte dyscrasia or oxidative erythrocyte damage (Lieser et al., 

2021). Coagulation disorders, such as inhibition of platelet cyclo-oxygenase, reduced formation 

of pro-aggregatory eicosanoid thromboxane A2, and prevention of platelet aggregation, are 

adverse effects that may occur after long-term systemic administration of NSAIDs (Gilmour, 

2004). The platelet count, prothrombin time, and thromboplastin time did not change 

significantly in rabbits receiving TK or diclofenac as ophthalmic solutions for 90 consecutive 

days (Pereira et al., 2019). Nevertheless, no previous studies or reports have evaluated the 

possible adverse events related to the blood or platelet count of dogs that received NSAIDs as 

ophthalmic solutions. The results of the present study showed that instillation of TK as an 

ophthalmic solution did not change the parameters (P>0.05) after 15 and 30 days of treatment 

(Table 1). An in vitro study conducted using blood from humans treated with ophthalmic 

NSAIDs showed that indomethacin, but not diclofenac, had a significant systemic antiplatelet 

effect (Falcinelli et al., 2019). However, such an evaluation has not been performed in 

veterinary medicine. One limitation of the present study is the lack of assessment of clotting 

time, which is one of the best in vivo tests for evaluating primary hemostasis (Luna et al., 2007). 

A previous study on dogs showed that systemic administration of different NSAIDs for 90 

consecutive days did not change the platelet count, but it significantly increased the clotting 

times (Luna et al., 2007).  

Hepatocellular toxicosis associated with alternate administration of oral carprofen and 

meloxicam has been reported in Siberian Husky (Nakagawa et al., 2005). However, in a study 

on cats treated with topical ophthalmic diclofenac four times/day for seven consecutive days, 

no changes were detected in the serum ALT, AP, or γ-glutamyl transpeptidase levels (Hsu et 

al., 2015). Similarly, the histology of the liver was normal in rabbits treated with topical TK or 

diclofenac ophthalmic solution for 90 days (Pereira et al., 2019). Normal ALT and AP values 

have also been reported in dogs that received oral NSAIDs for 90 consecutive days (Luna et 

al., 2007). In the present study, ALT and AP levels remained within the reference range for 

dogs and did not change significantly throughout the study period (P=0.58) (Table 1). Despite 

this finding, one or two traces of bilirubin were found in the urinalysis of 6/11 dogs throughout 

the experiment. However, none of these dogs showed abnormal ALT or AP levels during the 

evaluations carried out on days 15 and 30, and the mean values of urinary bilirubin did not 

change significantly throughout the study (P=0.18) (Table 2). Serum bilirubin levels were not 

measured in this study. However, bilirubin assessed using a urine dipstick represents conjugated 

bilirubin, and bilirubinuria often precedes hyperbilirubinemia in most species (Pieche and 

Wycislo, 2019). One possible explanation for our findings is that trace or a small amount of 

bilirubinuria may occur in healthy dogs with adequately concentrated urine owing to their low 

kidney threshold for bilirubin and the ability of their renal tubular epithelial cells to convert 

heme to unconjugated bilirubin, which is then excreted in the urine (Pieche and Wycislo, 2019). 

Based on the aforementioned information and other parameters assessed in the urinalysis (Table 
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2), it is reasonable to assume that the traces of bilirubin found in the urine of these dogs were 

not associated with the ophthalmic administration of TK. 

Although urea and creatinine remained within the reference range for dogs throughout 

the study, the creatinine levels (P=0.0006) increased significantly on day 15 (Table1). Similarly, 

the ophthalmic solutions diclofenac and flurbiprofen significantly increased (within the 

reference range) urea and creatinine values in healthy cats without inducing clinically relevant 

changes (Lanuza et al., 2016). In rabbits, the same enzymes and the histology of the kidneys 

were normal after 90 days of treatment with topical diclofenac or TK ophthalmic solution 

(Pereira et al., 2019). Even in dogs that received different NSAIDs for 7, 10, or 90 consecutive 

days, serum urea and creatinine levels remained within the reference range (Luna et al., 2007; 

Borges et al., 2013; Fusellier et al., 2008).  

Although urea and creatinine concentrations may be used to evaluate renal function, 

these markers are not sensitive enough to establish an early diagnosis of renal failure because 

their levels increase only when renal damage is severe (Luna et al., 2007; Borges et al., 2013; 

Sant’anna et al., 2019). In contrast, proteinuria may indicate renal damage before the 

development of azotemia in dogs with kidney disease (Pieche and Wycislo, 2019; Sant’anna et 

al., 2019). Normal urine contains little to no detectable protein owing to effective reabsorption 

by proximal renal tubular epithelial cells (Pieche and Wycislo, 2019). One trace of protein was 

detected in three different dogs (all females): one at baseline, one on day 15, and one on day 

30. This single trace may be associated with postrenal proteinuria, which is probably caused by 

trauma induced by cystocentesis, as blood contamination within the urine sample may also 

contribute to proteinuria (Pieche and Wycislo, 2019). In fact, one to three traces of blood were 

also found in the urine samples of four dogs (three males and one female) in the present study. 

However, protein (P=0.79) and blood (P=0.64) detection in the urine did not differ between 

time points and should not be associated with TK use (Table 2). In a previous study on dogs 

treated with oral NSAIDs for 90 consecutive days, the urine density, pH, and protein levels 

remained within the reference range (Luna et al., 2007). 

The UPC ratio accounts for variations in urine volume throughout the day based on 

creatinine concentration. The UPC values correlated well with the 24-hour urine protein 

excretion in dogs (Pieche and Wycislo, 2019; Sant’anna et al., 2019). Therefore, UPC was 

assessed in the present study, and our results showed that such parameters remained within the 

normal range for dogs and did not change significantly from baseline to day 30 (P=0.38) (Table 

2). In another study, the UPC of cats was also normal, and it did not change after seven days of 

continuous instillation of diclofenac ophthalmic solution (Hsu et al., et al., 2015). GFR is 

another useful test to evaluate the progress of renal insufficiency and nephropathies, even in the 

early stages (Hsu et al., 2015; Fusellier et al., 2008). One experimental study conducted in cats 

suggested that topical application of diclofenac as an ophthalmic solution might be associated 

with reduced GFR; however, the findings were confusing, as decreased GFR was associated 

with iatrogenic hypovolemia due to repeated blood collection (Hsu et al., 2015). In contrast, in 

a study in which dogs received oral meloxicam, GFR remained normal after seven consecutive 

days of treatment (Fusellier et al., 2008).  Considering that the dogs were kept in the hospital 

for no longer than a day for blood collection, GFR could not be evaluated in the current study.  

In the present study, instillation of NSAIDs did not induce changes in serum potassium 

levels (P=0.06). In contrast, the sodium levels increased significantly on days 15 and 30 

compared to the baseline (P<0.01) (Table 1). However, these values remained within the 

reference range at all time points, and such fluctuations were probably unrelated to TK use 

(Table 1). In two studies on dogs treated with different oral NSAIDs for seven consecutive 
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days, the serum levels of sodium and potassium did not change significantly between the control 

and treatment groups (Fusellier et al., 2008; Borges et al., 2013).  

Throughout the study period, the serum total protein levels remained constant and within 

the reference range for dogs (P=0.06) (Table 1). Albumin levels also remained within the 

reference range during the study; however, in comparison with baseline, significantly higher 

albumin levels were observed on day 15 (P<0.001) (Table1). The total protein and albumin 

levels also did not change significantly in cats and chickens treated with the ophthalmic solution 

diclofenac for over seven days (Hsu et al., 2015. Griggs et al., 2016). However, significantly 

lower albumin levels were observed in chickens that received topical diclofenac for seven days. 

In a study by Griggs et al. (2016), although the albumin levels remained within the reference 

range for chickens, the authors could not conclude whether this finding was associated with 

glomerulonephritis.  

  Another limitation of the current study is that it did not investigate the occurrence of 

fecal occult blood, as long-term administration of oral NSAIDs may cause gastric lesions (Luna 

et al., 2007; Dobberstein et al., 2022). Further, 82% and 63% of dogs with perforated 

gastrointestinal ulcers had vomiting and anorexia, respectively (Dobberstein et al., 2022). 

However, vomiting, anorexia, and melena were not observed in any of the dogs throughout the 

study.  

 Serum lactate levels have been used to predict the severity of illness and the risk of 

mortality in many conditions, such as infections, trauma, cancer, organ disease, and sepsis 

(Mooney et al., 2014; Franco et al., 2016). Studies have demonstrated that serum lactate levels 

are associated with prognosis in patients with upper gastrointestinal bleeding (Sha et al., 2014; 

El-Kersh et al., 2015; Ko et al., 2015; Lee et al., 2017). One of these studies demonstrated that 

higher lactate levels within 24 hours after admission were associated with more frequent re-

admissions over the next 7 days and a higher 30-day mortality rate (Lee et al., 2017). In 

veterinary medicine, hyperlactatemia is associated with varying degrees of hypoperfusion and 

is often used as a prognostic indicator in dogs with gastric dilatation-volvulus (Mooney et al., 

2014; Verschoof et al., 2015). Another study showed that neutrophilia with a left shift and 

hyperlactatemia were the most common hematological (83.3%) and biochemical abnormalities 

(54.5%) found in dogs with gastroduodenal ulcers associated with oral administration of 

NSAIDs (Dobberstein et al., 2022). Therefore, the assessment of lactate levels in dogs in the 

current study may be considered an indirect method to evaluate possible lesions in the 

gastrointestinal tract. In dogs weighing 1–26 kg, the levels of lactate range from 2.0 to 3.9 

mmol/L, as determined by the same portable lactimeter used herein (Franco et al., 2016). The 

lactate levels were normal and did not change during the study (P=0.37) (Table 1).  

 

CONCLUSIONS 

 

Based on our observations, instillation of TK every 12 h for 30 consecutive days does 

not cause clinically relevant changes in the blood count, biochemical profile, or urinalysis of 

healthy dogs.  
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Table 1 - Mean ± standard deviation values f of hematocrit (Htc), hemoglobin (Hgb), platelets, 

total leukocytes (Leuko), albumin, alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (AP), 

urea, creatinine, lactate, sodium (Na), potassium (K) during baseline, and after the instillation 

of trometamol ketorolac for 15 and 30 days in healthy dogs. 

 Reference Baseline Day 15 Day 30 P value 

Hgb (g/dl) 12 - 18  16.05 ± 2.00 16.64 ± 1.63 16.34 ± 1.75 0.44 

Htc (%) 37 - 55 47.65 ± 5.68 50.41 ± 5.52 49.82 ± 4.87 0.13 

Leuko (cells x 103 /μl) 6 - 17  9.54 ± 2.69 9.51 ± 2.46 8.84 ± 2.50 0.36 

Platelets (cells x103/μl) 175 - 500  344.7 ± 123.1 335.5 ± 80.43 291.4 ± 108.2 0.09 

Total protein (g/dL) 5.5 – 8.0 6.81 ± 0.53 7.16 ± 0.91 7.23 ± 0.79 0.06 

Albumin (g/dl) 3.2 – 4.1 3.19 ± 0.21 3.61 ± 0.24 a 3.43 ± 0.24 <0.001 

ALT (U/L) 21 – 102 51.91 ± 43.83 55.45 ± 33.73 46.27 ± 20.11 0.58 

AP (U/L) 20 – 156 70.27 ± 19.19 74.27 ± 20.69 71.55 ± 23.10 0.58 

Urea (mg/dL) 21 - 59.9 33.55 ± 8.23 40.82 ± 12.25 38.91 ± 10.83 0.20 

Creatinine (mg/dL) 0.5 - 1.5 0.95 ± 0.17 1.17 ± 0.21a 1.13 ± 0.21 0.0006 

Lactate (mmol/L) 2.0 - 3.9 2.67 ± 0.51 3.25 ± 0.48 3.25 ± 1.15 0.37 

Na (mmol/L) 141 – 154 141.3 ± 3.21 143.9 ± 3.27 a 145.2 ± 1.42b <0.01 

K (mmol/L) 3.90 - 5.65 4.37 ± 0.13 4.40 ± 0.15 4.56 ± 0.19 0.06 

a,b: Differed significantly from baseline. c: Differed significantly from baseline. c,d: Differed 

significantly between each other. * 
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Table 2 - Mean ± standard deviation values of the urinalysis during baseline, and after the 

instillation of trometamol ketorolac for 15 and 30 days in healthy dogs. 

 Reference Baseline Day 15 Day 30 P value 

Leukocytes  Absent 0.00 0.00 0.00 - 

Specific gravity 1.015 - 1.045 1.032 ± 11.15 1.038 ± 13.52 1.038 ± 13.34 0.36 

Protein  Absent 0.18 ± 0.40 0.09 ± 0.30 0.09 ± 0.30 0.79 

Glucose  Absent 0.00 0.00 0.00 - 

Ketonic bodies  Absent 0.00 0.00 0.00 - 

Bilirubin Absent 0.09 ± 0.30 0.63 ± 0.80  0.36 ± 0.80 0.18 

pH 5.0 - 7.0 6.81 ± 1.07 7.40 ± 0.97 7.00 ± 1.26  0.47 

Erythrocytes 0 – 3  0.63 ± 0.92 0.54 ± 0.68 0.36 ± 0.50 0.64 

UPC (mg/dL) < 0.20 – 0.5 0.12 ± 0.14 0.08 ± 0.04 0.06 ± 0.06 0.38 
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ANEXO II. Comprovante de submissão do artigo “Effects of topical trometamol 
ketorolac on tears parameters, goblet cell density and the oxidative stress of the 
conjunctiva of healthy dogs” ao periódico Veterinary Ophtalmology, fator de 
impacto 1,44
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APÊNDICE B – Submissão ao periódico Veterinary Ophtalmology  
 

Effects of topical trometamol ketorolac on tears parameters, goblet cell density and the 

oxidative stress of the conjunctiva of healthy dogs 

 

 

Objectives. To evaluate and compare whether a twice-daily instillation of ketorolac 

tromethamine (KT), containing or not benzalkonium chloride (BC), for 30 consecutive days 

may affect tear film parameters and the meibography in healthy dogs. In addition, we assessed 

whether the same treatments would affect the goblet cell density (GCD) and the levels of 

oxidative stress biomarkers (OSB) in the conjunctiva of the same dogs. 

Methods. Eleven healthy dogs were selected and baseline values of the lipid layer thickness, 

tear meniscus height, non-invasive tear break-up time (ni TFBT), and the Meibomian gland 

(MG)-rate loss were assessed by OSAvet®. One fragment of conjunctiva was collected for GCD 

determination and quantitation of OSB.  For 30 days, and every each 12 h, one eye received 40 

μL of KT ophthalmic solution (BCKT), while the other received 40 μL of same ophthalmic 

solution free of BC (FKT). Tear parameters and meibography assessed by OSAvet® were 

repeated 15, and 30 days later.  At day 30, another conjunctival sample was collected with the 

same purposes. 

Results. At day 15, the MG-loss rate increased only in FKT treated-eyes (P < 0.001). At day 

30, both treatments elevated the MG-loss rate, and reduced the ni TFBT values, the GCD, and 

the levels of catalase (P < 0.05). At day 30, BCKT treated-eyes showed lower levels superoxide 

dismutase (P = 0.006) and higher levels of malondialdehyde (P = 0.02). However, differences 

between treatments were not observed for any parameter at any time point (P > 0.05). The GCD 

correlated with the ni TFBT and all biomarkers of the oxidative stress in both treated-eyes (P < 

0.05). 

Conclusions. Results of our study showed the twice-daily instillation of KT, containing or not 

BC, for 30 consecutive days was able to decrease the ni TFBT and to increase the MG-loss rate 

of healthy dogs. In addition, both formulations reduced the conjunctival GCD. Our results also 

showed that the lower ni TFBT values found in both treatments are associated with a reduction 

of the GCD and are not correlated with an increase in the MG-loss rate. The reduced levels of 

SOD, followed by the higher levels of MAD observed in the eyes that received BCKT suggests 

that BC stimulates a higher lipid peroxidation, and therefore still plays a detrimental role to the 

conjunctival tissue, despite the absence of statistical significance between treatments found in 

the clinical parameters assessed by OSAvet® and the GCD assessed by histology. 

 

Introduction 

In comparison to topical corticosteroids, topical nonsteroidal anti-inflammatory drugs 

(NSAIDs) represent a more prudent therapeutic choice when treating uveitis arising from 

infectious ocular diseases, in patients with diabetes mellitus, and in corneas presenting  is a 

NSAID commonly prescribed in humans for the alleviation of ocular inflammation and pain 

after cataract and refractive surgeries, and prevention of intraoperative miosis during 

phacoemulsification2-7 (Narváez et al., 20042; Bucci & Waterbury, 20113, Suleiman et al., 

20104; Jun et al., 20175; Liu et al., 20196; Schwarzenbacher et al., 20207). In human patients, 

topical KT achieves a higher aqueous humor concentration and is more efficient to inhibit 

aqueous humor prostaglandin E2 levels than nepafenac3 and bromfenac8 (Bucci & Waterbury, 

20073; Bucci & Waterbury, 20118). 



 

84  

 

The most common preservative present in ocular medications is benzalkonium 

chloride (BC). However, the use of solutions enriched with BC for a long-term are associated 

with tear film abnormalities, such as hyperosmolarity, instability, and increased oxidative 

stress9,10 (Goldstein et al., 20219; Sedlak et al., 202110). Additionally, the chronical use of 

solutions enriched with BC may cause meibomian gland dysfunction, a decreased density of 

conjunctival goblet cells, corneal and conjunctival epithelial cell apoptosis, corneal nerves 

damage as well as inflammation of ocular tissues and fibrotic reaction (Goldstein et al., 20219).  

The most common local adverse events of ocular NSAIDs are conjunctival stinging, 

burning, hyperemia, corneal anesthesia, and more rarely corneal melting11 (Rigas et al., 202011). 

In cats, mild conjunctival hyperemia was the only adverse ocular event detected after 7 days of 

consecutive treatment with topical diclofenac12 (Hsu et al., 201512). Regarding the possible 

interference of topical NSAIDs on neuronal nociceptive activity, one study showed that 

diclofenac, but not KT decreased the corneal sensitivity in dogs 13 (Cantarella et al., 201713). 

Similarly, KT had no effect over the corneal sensitivity in cats that received topical KT 

ophthalmic solution for 5 consecutive days 14 (Roberts et al., 202114). In vitro studies reported 

that the cytotoxicity of NSADs ophthalmic solutions was found to be dependent on both the 

pharmaceutical components of the solution and the preservative used15,16 (Ayaki et al., 201015, 

Lee et al., 201516). 

The Meibomian glands (MGs) are essential for the production of the outer lipid layer 

of the tear, which play an important role in the stabilization of the tear film after blinking, 

avoiding its evaporation17,18 (Kim et al., 202217; Zwiauer & Wolfbeisser, 202318). Studies in 

vitro and in vivo conducted in humans showed that ophthalmic solutions enriched with BC 

caused more severe damage to MGs in comparison with preservative-free ophthalmic 

solutions19,20 (Ha et al., 201919; Rath et al., 201920). The goblet cell-derived mucin layer is the 

base overlying the glycocalyx-microvilli complex that anchors the aqueous layer of the tear 

film over the ocular surface. Loss of goblet cells density (GCD) leads to decreased mucin 

secretion, which then leads to instability of the tear film, decreased nutrition to the superficial 

conjunctival epithelial cells with resulting increased mechanical damage to conjunctival and 

corneal surface cells21-23 (Moore et al., 198721; Madruga et al., 201822; Hori 201823). In a study 

conducted in rabbits, the conjunctival GCD reduced significantly after a 30-day treatment with 

ophthalmic solutions enriched with BC24 (Kahook and Noecker, 200824). Results of a clinical 

study showed that the GCD and the tear film break-up time (TFBT) reduced significantly even 

in humans treated for 30 days with a preservative free-diclofenac ophthalmic solution after 

phacoemulsification25 (Kato et al., 201725).  

The cornea and the ocular surface epithelium are exposed to the atmosphere and high 

concentrations of oxygen. Therefore, a strong antioxidation mechanism is required to resist 

oxidative stress26 (Hsueh et al., 202226). Superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) act 

together as frontrunners with an antioxidant effort to remove reactive oxygen species (ROS) 27 

(Nezzar et al., 201727). Within this context, SOD converts superoxide anions into H2O2 and O2 

through a disproportionation reaction, and CAT further catalyze the conversion of H2O2 into 

water and O2 
26 (Hsue et al., 202226). The prime target of ROS is the polyunsaturated fatty acids 

in membrane lipids, leading to lipid peroxidation with resultant damage to cell structure and 

function; thus, malondialdehyde (MDA) elevation is a good indicator for lipid peroxidation26 

(Hsue et al., 202226). Several studies reported an abnormal oxidative stress status in different 

corneoconjunctival diseases of rabbits, mice, humans, cats, and dogs10,27-31 (Demir et al., 

200528; Chen et al., 201329; Kojima et al., 201530; Nezzar et al., 201727; Farghali et al., 202131; 

Sedlak et al., 202110). The role of the NSADs over the oxidative status is controversial (Dixit 
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et al., 2020; Nawas et al., 2020). In addition, there are no published studies showing the effects 

of ophthalmic NSADs over the oxidative stress status on the ocular surface.  

It has been reported that the BC-diclofenac and BC-bromfenac ophthalmic solutions 

were more cytotoxic to corneoconjunctival cells of humans, in comparison with cell cultures 

exposed to the same components free of preservatives15 (Ayaki, et al., 201015). Considering that 

dogs are commonly treated for long periods before and after cataract surgery with topical 

medications, including NSAIDs, it is important to evaluate possible changes caused by this 

class of drugs over tear parameters, as well as the conjunctival tissue. KT is available in the 

market as an ophthalmic solution enriched or not with BC. Thus, this study aimed to evaluate 

and compare whether a twice-daily instillation of KT, containing or not BC, for 30 consecutive 

days may affect tear film parameters (lipid layer thickness, tear meniscus height, and non-

invasive tear film break-up time) and the meibography in healthy dogs. In addition, we assessed 

whether the same treatments would affect the GCD and the levels of SOD, CAT, and MDA in 

the conjunctiva of the same dogs.  

 

Material and methods 

Dogs 

The exclusion criteria were being a brachycephalic breed, current or recent (30 days before) 

treatment with any systemic or topical ophthalmic medications, Schirmer tear test-1 with values 

≤ 15 mm/min., tear film-breakup time less than 10 seconds22,32 (Madruga et al., 201822; 

Reynolds et al. 202232), current/history of abnormalities in the adnexa (previous surgery), 

current/history of corneal surface disease, or current/history of intraocular diseases such as 

uveitis or cataracts detected on full ophthalmic examination. Additionally, only dogs without 

systemic comorbidities assessed by a general physical examination and blood work were 

recruited for study participation. Four castrated male and seven spayed bitches (22 eyes of 11 

dogs) aged 2–7 years and weighing 4.6–10.3 kg that belonged to veterinary staff members of 

the [MASKED FOR REVIEW] Veterinary Teaching Hospital (VTH) were selected. The breeds 

included were as follows: Schnauzer (1), Pincher (3), Dachshund (1), Yorkshire Terrier (2), and 

non-brachycephalic mixed breed (4). These dogs were kept in their homes and were treated 

daily by the veterinarians enrolled in the study. For all evaluations and procedures described 

below, dogs were brought to the VTH and immediately discharged at the end of the procedures. 

All experimental procedures were approved by the Institutional Animal Care and Use 

Committee [MASKED FOR REVIEW] (23108.043452/2022-05). 

  

Procedures 

Treatments  

Once selected, one eye was randomly chosen (http://www.randomization.com) and treated with 

40 μL of 0.45% preservative free-tromethamine ketorolac (FKT) ophthalmic solution (Acular® 

CMC, Allergan, Guarulhos, SP, Brazil), while the other eye received 40 μL of 0.4% 

benzalkonium chloride preserved-tromethamine ketorolac (BCKT) ophthalmic solution 

(Acular® LS, Allergan, Guarulhos, SP, Brazil), every 12 h for 30 consecutive days. A twice-

daily automated message was sent to all the veterinarians participating in the study as a reminder 

to check if the eye drops were being administered properly. Participants whose did not respond 

the messages or were unable to administer treatments at a given time point, had their dog 

excluded from the study.  

  

Tear film evaluations and meibography 
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A hand-held ocular surface analyzer (OSA-VET®, SBM Sistemi, Torino, Italy) equipped with 

white led light was used to perform non-contact interferometry. To execute the interferometry, 

the dogs underwent gently restraint, and after a complete manual blinking with minimal force 

the lipid layer thickness (LLT) of the precorneal tear film was determined. The grading scale 

generated by the instrument manufacturer consists of ranges of 0 – 14, 15 – 30, 31 – 60, 70 – 

80, 90 – 100, or >100 nm. Further, the tear film was photographed by interferometry, and the 

tear meniscus heigh (TMH) was defined as the distance between the upper and lower limits at 

the midpoint of the inferior tear meniscus, and it was compared with the diameter of reflected 

white light by the program equipped within the instrument. Lastly, a grided ring was positioned 

over the tear film interferometric image and the non-invasive tear film break-up time (ni 

TFBUT) was evaluated by measuring the time from eyelid opening to the time point when at 

least one line on the grid was distorted. 

The infrared light of the same equipment (OSAvet®, SBM Sistemi, Torino, Italy) was 

used to perform non-contact infrared meibography of the upper lid. The Meibomian gland area 

was automatically highlighted with green lines by the software integrated in the equipment and 

the meibomian gland loss rate (MG-loss rate) was calculated as the percentage of meibomian 

gland loss in relation to the entire tarsal plate area. All the procedures aforementioned were 

executed before treatments to obtain baseline values and repeated after 15 and 30 days of the 

beginning of treatments. To avoid excessive inter-observer differences in the assignment of 

ranks, all OSAvet® readings were done by the same examinator, blinded to treatments, always 

at 6 p.m. 

 

 

 

Figura 1. Procedimento padrão de interferometria que permite selecionar diversas funções 

(quantidade e qualidade da camada lipídica, menisco lacrimal, topografia corneana e tempo de 

ruptura não invasiva do filme lacrimal). 
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Figura 2. Escala colorimétrica que indica a espessura da camada lipídica da lágrima. De acordo 

com a concentração de lipídios dispersos na lágrima o ponteiro oscila. Nessa escala, o vermelho 

varia de grau 0 a 1, sendo grau 0 (ausência de camada lipídica) e 1 (camada lipídica oscilando 

entre 15-30 nm). Na escala amarela (grau 2), a camada lipídica apresenta de 31-60 nm. Na 

escala verde, a espessura da camada lipídica varia de 61-100 nm (grau 3) e acima de 100 nm 

(grau 4). 

 

  

 

 

 

 
Figura 3. Realização do tempo de ruptura do filme lacrimal não invasivo. Após centralizar o 

ceratometro (Disco de plácido) no eixo pupilar inicia-se a contagem do cronômetro (A). 

Redução e distorção do diâmetro das grades do ceratometro, indicam início do tempo de ruptura 

do filme lacrimal e o crômetro é pausado (B). 
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Figura 4. Esquema utilizado para quantificação da espessura do menisco lacrimal. Após  

centralizar a pupila no ponto central verde, o menisco lacrimal se evidencia na região palpebral 

ventral (seta branca). Na sequência, ao se posicionar dois cursores (seta laranja), a altura do 

menisco lacrimal é quantificada.  

 
 

 

Figura 5. Para realização da Meibomiografia, uma imagem da região da conjuntiva palpebral 

dorsal, demonstrando as glândulas, deve ser obtida. 
 

 
Figura 6. Meibomiografia. Após selecionar as glândulas de Meibômio, o ponterio da escala 

colorimétrica determina automaticamente a perda da área que não apresenta glândulas de 
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meibômio (%). Em A, observa-se glândulas presentes em menor quantidade e o ponteiro 

oscilando na escala amarela, atribuindo 62% de perda. Em B, observa-se dispersão normal das 

glândulas de Meibômio e o ponteiro oscilando na escala verde, atribuindo nota 26% de perda. 

 

Conjunctival biopsy and goblet cell density determination 

At the end of OSAvet® examinations, the ocular surface was rinsed with 0.5% povidone–iodine 

solution. Afterwards, one drop of 0.5% proxymetacaine (Anestalcon®Alcon Laboratorios do 

Brasil Ltda., São Paulo, SP, Brasil) was instilled and following a two-minute interval, a 

specimen of conjunctiva measuring 3.0mm2 was collected from the ventral-nasal fornice. The 

same procedure was repeated at day 30 away from the area previously biopsied. Samples were 

routinely prepared and stained Acid Periodic Shiff/Hematoxylin & Eosin. Under 40x of 

magnification the nuclei of 50 epithelial basal conjunctival cells were counted, and the amount 

of goblet cells present at those sites were quantified. 

 

Quantitation of oxidative stress biomarkers 

Homogenates were prepared by mechanical shredding of the conjunctival tissue and the total 

protein concentration was determined by Bradford´s test33 (Bradford, 197633). The SOD activity 

was performed as described with some modifications34 (Ewing & Janero, 199534). The complete 

reaction system (in 0.25 mL total volume) consisted of 50 mM phosphate buffer, pH 7.4, 

containing 0.1 mM EDTA, 50 μM NBT, 78 μM NADH, 3.3 μM PMS (final concentration), and 

500 ηg of protein. To evaluate the CAT activity, the sample was diluted 10-fold in Tris-HCl 

buffer (50 mM, pH 7.4) and the molar extinction coefficient of H2O2 was used to determine the 

catalase activity35 (Aebi, 198435). The results were expressed in U/mg protein.  

For free MDA quantification samples were homogenized in 2.0 mL of 1.15% 

potassium chloride and then centrifuged at 3350 x g at 4°C for 10 min. The supernatant was 

transferred to a microtube and stored on ice until analysis. For the measurement, 100 μL of 

0.144% thiobarbituric acid solution (solubilized in 75 mM phosphate buffer, pH 2.5) and 0.5 

mL of the sample (water was used for the blank) were added. The solution was stirred 

thoroughly and then placed in a heated water bath at 94°C for 60 min. Furthermore, 200 μL of 

n-butyl alcohol was added, and the mixture was homogenized. The mixture was then 

centrifuged at 1884 x g for 10 min at 4°C36 (Percário, 201036). The supernatant was separated, 

and the absorbance at 535 ηm was determined using a UV-Vis spectrophotometer. The results 

were expressed in µmol/g of tissue. 

 

Statistical analysis 

The sample size was determined with a 5% alpha error rate and 80% power based on standard 

deviations and equivalence limit values detected in a pilot study with 14 healthy dogs and 

previously published studies that evaluated OSAvet® parameters in dogs with healthy and 

diseased eyes17,32,37,38 (Jeong et al.37, 2021; Kim et al., 202217; Reynolds et al., 202232; Faghihi 

and Rajaei, 202238). Greater than or equal to 10 eyes/treatment was calculated as the appropriate 

sample size (www.sealedenvelope.com).  

The Shapiro–Wilk test was used to assess data normality. All variables assessed by 

OSAvet® within the same treatment-eye were compared using one analysis of variance 

(ANOVA) for repeated measures, followed by Bonferroni´s multiple comparison test when 

necessary. Differences between treatments assessed by OSAvet® were compared with a regular 

ANOVA, followed by a Bonferroni´s multiple comparison test when necessary. Paired t tests 

were used to determine if the GCD assessed at baseline was significantly different from that at 

http://www.sealedenvelope.com/
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30 days after treatment within the same treated-eye. Unpaired t tests were used to examine if 

the changes in the GCD between two treatment-eyes were significant. The levels of CAT, SOD, 

and MDA collected at baseline and 30 days after treatments were compared within the same 

treatment-eye using the Wilcoxon test and by the Mann-Whitney test between treatments. The 

Person test was used to check possible correlations between parameters assessed by OSAvet®, 

as well between GCD vs. ni TFBT. Spearman test was used to check possible correlations 

between GCD and oxidative stress biomarkers. Differences were considered statistically 

significant at P ≤ 0.05 (Prism 4.0-GraphPad Software inc, California, USA). The data are 

expressed as median (range) for oxidative stress biomarkers. All the rest are expressed as mean 

± standard deviation (SD). 

 

Results 

Tear film evaluations and meibography 

The LLT and TMH values did no change from baseline up to day 30 in the eyes that received 

FKT or BCKT (P > 0.05) (Table 1, Figure 1). In comparison with baseline, lower ni TFBT 

values were observed at days 15 and 30 in both treatments. However, statistical significance 

was reached only in comparisons between day 30 and baseline (P < 0.05) (Table 1, Figure 7).  

The MG-loss rate also increased at days 15 and 30 in both of treatment-eyes. 

Nonetheless, only the eyes that received FKT showed a higher MG-loss rate at days 15 (P < 

0.01) and 30 (P < 0.001) (Table 1, Figure 1 and 2). In the eyes treated with BCKT, statistical 

significance was observed only in comparisons between baseline and day 30 (P = 0.03). In all 

parameters assessed with OSAvet®, differences between treatments were not seen at any time 

point (P > 0.05) (Table 1, Figure 1). In addition, there were no correlations among parameters 

assessed with OSAvet® (Table 2). 

 

Table 1. Mean ± SD of lipid layer thickness (LLT), Meibomian gland-loss rate (MG-loss rate), 

tear meniscus height (TMH), and non-invasive tear film breakup time (ni TFBT) assessed 

during time points in the eyes that received ketorolac tromethamine containing (BCKT) or not 

benzalkonium chloride (FKT).  

 Baseline 15 days 30 days p-value 

LLT (nm) 

FKT 

BCKT 

p-value 0.37 

 

39.55 ± 26.78 

40.91 ± 25.77 

 

 

32.27 ± 24.63 

33.64 ± 23.99 

 

21.82 ± 7.83 

29.09 ± 18.41 

 

 

0.10 

0.42 

TMH (mm) 

FKT 

BCKT 

p-value 0.89 

 

0.32 ± 0.14 

0.36 ± 0.18 

 

 

0.35 ± 0.20 

0.40 ± 0.29 

 

 

0.41 ± 0.22 

0.38 ± 0.16 

 

 

0.46 

0.92 

ni TFBT 

(seconds) 

FKT 

BCKT 

p-value 

 

16.36 ± 8.43 

14.78 ± 7.85 

0.65 

 

9.79 ± 5.40 

9.97 ± 6.98 

0.94 

 

7.32 ± 4.75* 

8.52 ± 4.75* 

0.55 

 

<0.01 

0.03 

MG-loss rate (%) 

FKT 

BCKT 

p-value 

 

13.73 ± 12.45 

22.00 ± 14.35 

0.16 

 

34.82 ± 11.81a 

35.00 ± 10.61 

0.97 

 

38.91 ± 17.25* 

41.64 ± 12.89* 

0.67 

 

<0.01a, <0.001* 

<0.01 
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Figure 7. Lipid layer thickness, tear meniscus height, non-invasive tear film breakup time (ni 

TFBT), and Meibomian gland-loss rate (MG-loss rate) assessed during time points in the eyes 

that received ketorolac tromethamine (KT) containing or not benzalkonium chloride. The line 

represents the mean, and the circles refer to the individual values. 

 

Table 2. Correlations among tear parameters assessed by OSAvet®, in the eyes that received 

ketorolac tromethamine containing (BCKT) or not benzalkonium chloride (FKT). 

 Person r p-value 

ni Tear film break-up time vs. Lipid layer thickness 

FKT 

BCKT 

 

0.01 

0.08 

 

0.93 

0.65 

ni Tear break-up time vs. MG-loss rate  

FKT 

BCKT 

 

-0.21 

-0.28 

 

0.23 

0.10 

ni Tear break-up time vs. Tear Menisco Heigh 

FKT 

BCKT 

 

-0.26 

-0.10 

 

0.13 

0.56 

MG-loss rate vs. Lipid layer thickness 

FKT 

BCKT 

 

-0.19 

-0.16 

 

0.28 

0.35 

MG-loss rate vs. Tear Menisco Heigh 

FKT 

BCKT 

 

-0.05 

-0.15 

 

0.76 

0.38 

Tear Menisco Heigh vs. Lipid layer thickness 

FKT 

BCKT 

 

-0.25 

0.06 

 

0.16 

0.73 

 

Conjunctival GCD 

The GCD decreased significantly at day 30 in both treatments (P < 0.05) (Table 3) (Figure 8 

and 9). However, differences between treatments were not observed at baseline and at day 30 
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(P > 0.05) (Figure 2). Positive correlations between ni TFBT and GCD was observed in the 

eyes that received KTF (r = 0.84, P < 0.0001) and KTBK (r = 0.88, P < 0.0001) (Figure 10). 

 

 

 

 

Table 3. Mean ± SD of conjunctival goblet cell density assessed during baseline and after 30 

days in the eyes that received ketorolac tromethamine containing (BCKT) or not benzalkonium 

chloride (FKT).  

 Baseline 30 days p-value 

FKT 35.91 ± 6.74 20.64 ± 6.90 0.002 

BCKT 36.64 ± 10.41 24.73 ± 10.62 0.0002 

p-value 0.84 0.29  

 
Figure 8. Conjunctival goblet cell density assessed during baseline and after 30 days of 

treatment with ketorolac tromethamine (CT) containing or not benzalkonium chloride. The line 

represents the mean, and the circles refer to the individual values. 
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Figure 9. Conjunctival goblet cell density assessed at baseline in the eyes supposed to be treated 

with ketorolac tromethamine containing (a) or not benzalkonium chloride (b). Conjunctival 

samples collected from the same eyes, 30 days after being treated with ketorolac tromethamine 

containing (c) or not benzalkonium chloride (d). Acid Periodic Shiff/Hematoxylin & Eosin (x40 

magnification). 

 

 

 
Figure 10. Linear regression curves showing positive correlation between ni-tear film break-up 

time (ni TFBT) and the goblet cell density in both of treatment-eyes. The dotted line indicates 

the 95% confidence interval. 

 

Biomarkers of the oxidative stress 
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When compared with baseline, the enzyme SOD decreased significantly only in the BCTK-

treated eyes (P = 0.006) (Table 4). The enzyme CAT decreased significantly at day 30 in both 

treatment-eyes (P = 0.001). However, only BCKT treated-eyes showed significantly higher 

values of MDA at day 30 (P = 0.002). Differences between treatments were not observed at any 

time point for any biomarker evaluated (P > 0.05) (Table 3). All biomarkers of the oxidative 

stress evaluated correlated significantly with the conjunctival GCD (P < 0.05) (Table 5). 

 

Table 4. Median and range of conjunctival catalase, superoxide dismutase, and 

malondialdehyde assessed during baseline and after 30 days in the eyes that received ketorolac 

tromethamine containing (BCKT) or not benzalkonium chloride (FKT).  

 Baseline 30 days p-value 

Superoxide dismutase (U/mg) 

FKT 

BCKT 

p-value 

 

14.37 (13.10 to 29.90) 

15.01 (12.16 to 21.30) 

0.64 

 

14.04 (10.14 to 22.51) 

12.96 (10.21 to 15.04) 

0.37 

 

0.46 

0.006 

Catalase (U/mg) 

FKT 

BCKT 

p-value 

 

4.77 (0.54 to 69.11) 

3.08 (0.52 to 17.36) 

0.43 

 

2.38 (0.27 to 34.55) 

1.54 (0.2 to 8.68) 

0.43 

 

0.001 

0.001 

Malondialdehyde (µmol/g) 

FKT 

BCKT 

p-value 

 

2.12 (0.66 to 3.87) 

2.12 (0.66 to 3.06) 

0.89 

 

3.02 (0.6 to 9.62) 

3.13 (1.05 to 6.52) 

0.29 

 

0.19 

0.002 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 5. Correlations among the enzymes of the oxidative stress vs. goblet cell density in the 

eyes that received ketorolac tromethamine containing (BCKT) or not benzalkonium chloride 

(FKT). 

 Sperman r p-value 

Goblet cell density vs. Catalase 

FKT 

BCKT 

 

0.77 

0.95 

 

<0.0001 

<0.0001 

Goblet cell density vs. Superoxide dismutase 

FKT 

BCKT 

 

0.77 

0.97 

 

<0.0001 

<0.0001 
Goblet cell density vs. Malondialdehyde 

FKT 

BCKT 

 

-0.85 

-0.69 

 

<0.0001 

<0.0003 
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Discussion 

Specific devices able to assess the lipid layer thickness (LLT) of the tear film, the tear meniscus 

heigh (TMH), the MG-rate loss, and the TFBT without fluorescein stain have been used in 

healthy dogs and in those presenting MG disfunction17,32,37-39 (Viñas et al., 201939; Jeong et al., 

202137; Kim et al., 202217; Faghihi and Rajaei38, 2022; Reynolds et al., 202232). However, only 

two of those studies reported the results of ni TFBT in healthy dogs17,37 (Jeong et al., 202237; 

Kim et al., 202217). In one those studies, values of ni TFBT assessed in 17 dogs of different 

breeds varied from 7 to 12 seconds37 (Jeong et al., 202237); while in the other, mean ni TFBT 

values assessed in 10 beagles ranged from 8.2 to 37 seconds (mean 19.1 ± 9.5 seconds)17 (Kim 

et al., 202217). In the current study, mean values of ni TFBT between right and left eyes assessed 

before treatments were 15.57 seconds, which is similar to values previously reported17,37 (Jeong 

et al., 202237; Kim et al., 202217). 

To date, there is not a single standardized grading or staging system for the diagnosis 

of MG-rate loss on infrared meibography40 (Hisey et al., 202340). Three previous studies 

conducted in healthy dogs used an adapted meiboscore established in human ophthalmology to 

evaluate this parameter17,32,37 (Jeong et al., 2022; Kim et al. 2022; Reynolds et al., 2022). In one 

of those studies, the MG-loss rate was less than 25% in 11/20 eyes, and ranged from 26 to 50% 

of loss in the other 9 eyes17 (Kim et al., 202217). Jeong et al. (2022)37 reported a MG-rate loss 

of 0% in 18/25 eyes, while the other 7 eyes showed a MG-rate loss of 33%. Another study 

reported that only 4/42 eyes showed a MG-rate loss higher than 25%32 (Reynolds et al., 20232). 

In the current study, the MG-rate loss assessed during baseline may be considered normal (less 

than 25%) in 72.72% of the eyes (16/22). In the other 6 eyes, the MG-rate loss assessed during 

this time point ranged from 27 to 47%, what is also similar to what have been previously 

reported in healthy dogs17,37 (Jeong et al., 202237; Kim et al. 202217). 

The results with regard the LLT in healthy dogs were previously reported in four 

studies17,32,37,38 (Faghihi & Rajaei, 2022; Kim et al., 2022; Jeong et al., 2022; Reynolds et al., 

2022). In one of those studies, the grade 3 was the most frequent (11/20 eyes), which 

corresponds to a LLT of 30 to 80 nm17 (Kim et al., 202017). In another study conducted in 25 

eyes, the grade 3 was also the most frequent, being found in 36% of the eyes; followed by grade 

2 (LLT of 30 nm) in 24% of the eyes37 (Jeong et al., 202237).  Faghihi & Rajaei (2022)38 

evaluated 82 eyes and found that grade 1 (LLT of 15nm) was the most frequent score, being 

followed by grade 2 (LLT of 15–30 nm). However, 52/82 eyes classified as grade 1 were all 

from brachycephalic breeds38 (Faghihi & Rajaei, 202238). Reynolds et al. (2022) 32 reported that 

a refence population of 21 dogs (42 eyes) had a LLT of 59.2 ± 34.9 nm; higher than the values 

found here and the ones previously reported by others17,37,38 (Faghihi & Rajaei, 2022; Kim et 

al., 2022; Jeong et al., 2022). In the current study, mean LLT assessed during baseline was 

40.23 nm, which corresponds to grade 3, similar to those previously reported in dogs from 

South Korea17,37 (Kim et al., 2022; Jeong et al., 2022). 

In two studies conducted in dogs from South Korea, TMH was 0.52 ± 0.2737 (Jeong et 

al., 2022), and 0.41 ± 0.21 mm17 (Kim et al., 2022). During baseline, mean THM was 0.34 ± 

0.16 mm, being lower than the values previously reported17,37 (Jeong et al., 2022, Kim et al., 

2022). After 30 days of treatment, TMH did no change in any treatment-eye. To date, only one 

study has assessed possible correlations among tear parameters evaluated with an ocular surface 

analyzer similar with the one used herein17 (Kim et al., 2022). In this study, however, only the 
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ni TFBT and the TMH correlated positively17 (Kim et al., 2022). Differently, in the present 

study no correlations were found among parameters assessed with OSAvet®.  

In humans, clinical and in vitro studies showed that prostaglandin analogues (PGAs) 

ophthalmic solutions enriched with BC caused more severe damage to MGs in comparison with 

preservative-free PGAs ophthalmic solutions19,20 (Ha et al., 201919; Rath et al., 201920). 

However, there are no previous studies comparing the effects of NSADs ophthalmic solutions 

over the MGs. Results of our study showed that the continued instillation of KT for 30 

consecutive days, containing or not BC, is detrimental to the MGs, as showed by OSAvet® 

evaluations. Such a result suggests that both the active component and the preservative in KT 

ophthalmic solutions may contribute to MG disfunction observed herein. In the counterpart, 

only a slight decrease in the LLT occurred from baseline to the last day of both treatments, 

which probably resulted in a lack of correlation between MG-loss rate vs. LLT. Our results 

contrast with the findings reported in humans, that showed the number of MGs is negatively 

correlated with the LLT41,42 (Pult et al., 201241; Eom et al., 201342). Although a significantly 

higher MG-loss rate had been observed 15 days earlier in the eyes treated with FKT, we believe 

that this finding was not caused by the formulation itself, instead, it occurred because of the 

lower number of MGs in the eyes allocated in the FKT group, as observed in the baseline 

evaluations.  

ni TFBT was another parameter that also decreased significantly in both of the 

treatment-eyes after 30 days; but also, it did not correlate with the LLT and with MG-loss rate. 

In has been reported that the tear secretion assessed by Schirmer tear test (STT) is increased in 

patients with MG disfunction to compensate for the increased MG-loss rate43 (Arita et al., 

201543). However, in that same study researchers did not find any correlation between MG-loss 

rate and TFBT43 (Arita et al., 201543). We have not assessed the possible effects of KT over the 

STT in our study, but the TMH did not change during the course of 30 days in both treatment-

eyes. Only two previous studies conducted in humans reported the possible side effects of 

topical NSADs over tear parameters 25,44(Kawahara et al., 201644; Kato et al., 201725). In one 

of those studies, TFBT, Schirmer tear test, and the tear meniscus area did not change after 30 

days of treatment with topical diclofenac or nepafenac in patients submitted to 

phacoemulsification44 (Kawahara et al., 201644). Differently, another study showed that the 

TFBT reduced significantly, even in individuals treated for 30 consecutive days with a 

preservative free-diclofenac ophthalmic solution after phacoemulsification25 (Kato et al., 

201725). However, this same study did not consider to include a group treated with BC 

preserved-diclofenac25 (Kato et al., 201725).  

Two in vitro studies have reported that the use of topical NSAIDs can induce side 

effects on corneoconjunctival cell lines of humans15,16 (Ayaki et al., 201015; Lee et al., 201516). 

In one of these studies, Lee et al (2015) reported that the amounts of preservatives in the 

diclofenac sodium ophthalmic solution were higher in comparison with others ophthalmic 

solutions containing NSAIDs. Additionally, the same authors have reported that the corneal cell 

migration was significantly slower at 48 h in plates exposed to diclofenac, than the ones treated 

with bromfenac and pranoprofen16 (Lee et al., 201516). In another study, patients treated with 

topical diclofenac had significantly higher conjunctival and corneal fluorescein staining scores 

4 weeks after phacoemulsification, when compared with the patients treated with topical 

nepafenac (Kawahara et al., 2016). However, none of those studies compared the effects of 

diclofenac with KT15,16,44 (Ayaki et al., 2010; Lee et al., 2015; Kawahara et al., 2016). Only one 

clinical study conducted in humans compared the possible side effects of diclofenac, KT, and 

others NSADs ophthalmic solutions on the ocular surface45 (Congdon et al. 200145). The results 
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of that study showed that the corneal complications associated with topical NSAIDs was 

confirmed in 81.8% of cases, and involved the use of generic diclofenac in 53.8%45 (Congdon 

et al. 200145). Cases associated with the use of KT (AcularT, Allergan) were more likely to 

have ocular comorbidity and to have received significantly higher total doses45 (Congdon et al. 

200145).  Although a more detailed evaluation of the corneal surface has not been carried out in 

the present study (staining with Lissaminee green or in vivo confocal microscopy) is possible 

that corneal changes may have occurred and warrants further investigation and comparisons 

with the effects of others NSDAs used as ophthalmic solutions in dogs. 

It has been reported that the BC-diclofenac and BC-bromfenac ophthalmic solutions 

were more cytotoxic to corneoconjunctival cells of humans, in comparison with cell cultures 

exposed to the same components free of preservatives15 (Ayaki, et al., 201015). However, 

another study conducted with human patients showed that even a preservative free-diclofenac 

ophthalmic solution used for 30 days after phacoemulsification is able to significantly reduce 

the conjunctival GCD25 (Kato et al., 201725). Such finding corroborates with our results that 

showed that both formulations of KT were equally detrimental to conjunctival GCD after 30 

days of treatment. One possible explanation with regard the absence of statistical differences 

between groups in most of parameters assessed in our study may be attributed to the higher 

bioavailability and the absorption rate of the FKT. In one study that evaluated the effects of the 

same KT formulations used herein, Attar et al. (2010)46 reported that the containing 

carboxymethyl cellulose KT formulation (pH 6.8), increased KT bioavailability by 2-fold in 

aqueous humor and by 3-fold in iris-ciliary body of rabbits in comparison to the containing 

BCKT (pH 7.4), allowing a reduced dosing schedule from 4 times daily to twice daily.  

When a balance between ROS production and the ability of an antioxidant to remove 

them is disrupted, the oxidative process will ensue47,48 (Nezzar et al., 201747; Farghahi et al. 

202148). The assessment of oxidative stress biomarkers in the conjunctival tissue showed that 

both of the eyes that received BCKT and FKT had significantly lower expression of CAT, 

which suggests that this enzyme played a significant role in protecting the conjunctival tissue 

against the effects of KT. However, a lower expression of SOD followed by a higher expression 

of MDA was seen only in the eyes that received BCKT. In humans with pterygium of first 

occurrence, the levels of conjunctival SOD, CAT, and glutathione peroxidases tend to decrease, 

in comparison with patients with normal eyes, but significant reductions of these enzymes were 

observed only in patients with recurrent pterygium49 (Kormanovski et al., 201449). An abnormal 

oxidative stress behavior in the form of reduced SOD and CAT and elevated MDA were also 

observed in the conjunctival and corneal tissues of rabbits injured by ultraviolet light28,50 (Demir 

et al., 200528, Ruban et al., 201950), and in the tears of dogs and cats with different types of 

corneal ulcers48 (Farghali et al. 202148). In those studies, subjects treated with a supposed 

antioxidant medication showed higher levels of SOD and CAT and lower levels of MAD28,48,50 

(Demir et al., 2005; Ruban et al., 2019; Farghali et al. 2021). In fact, another study showed that 

the amounts of superoxide anions are higher in conjunctival epithelial cell lines of humans 

treated with PAGs containing BC in comparison with the ones treated with a formulation of 

PAG without BC51 (Brasnu et al., 200851). Therefore, the reduced levels of SOD, followed by 

the higher levels of MAD observed in the eyes that received BCKT suggests that BC stimulates 

a higher lipid peroxidation, and therefore still plays a detrimental role to the conjunctival tissue, 

despite the absence of statistical significance between treatments found in the clinical 

parameters assessed by OSAvet® and the GCD assessed by histology.  

There are no published studies evaluating the effects of ophthalmic NSADs over the 

oxidative stress status on the ocular surface. However, it has been reported that NSAIDs in 
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association with nicotinamide adenine dinucleotide oxidases, lipoxygenase, nitric oxide 

synthase, xanthine oxidoreductase, cytochrome P450s, and cyclooxygenases are able to 

generate ROS in biological systems52 (Galati et al., 200252). In fact, one study showed that the 

blood levels of MDA increase significantly and linearly in human patients treated for long-term 

with systemic NSADs53 (Nawas et al., 202053). However, another study showed the contrary, 

and reported that diclofenac, meloxicam, and celecoxib carry antioxidant effects to a variable 

extent being able to decrease the blood levels of MDA and to increase the blood levels of SOD 

in human patients with rheumatoid arthritis54 (Dixit et al., 202054). 

This was the first study to show that biomarkers of the oxidative stress are correlated 

with the conjunctival GCD in dogs. One study reported that during aging, the SOD1-knockout 

mouse develops a cumulative oxidative stress status which induced a squamous metaplasia of 

the conjunctival epithelium with consequent reduction of the TFBT30 (Kojima et al., 201530). 

Such results are in accordance with our findings that showed that not only the expression of 

SOD, but also the levels of CAT and MDA are correlated with the GCD of the conjunctival 

tissue. The main antioxidant enzymes expressed in the conjunctival tissue of humans are the 

glutathione peroxidases (GPx) and SOD, followed by CAT in lower proportions47 (Nezzar et 

al., 201747). In the conjunctival tissue of humans, these enzymes are distributed in subcellular 

locations47 (Nezzar et al., 201747). We did not quantify the expression of conjunctival GPx in 

the present study, but a significant reduction in the conjunctival SOD and CAT, suggests that 

these enzymes played a significant role in protecting the conjunctival tissue against the effects 

of KT.  

 

Conclusions  

Results of our study showed the twice-daily instillation of KT, containing or not BC, for 30 

consecutive days was able to decrease the ni TFBT and to increase the MG-loss rate of healthy 

dogs. In addition, both formulations reduced the conjunctival GCD. Our results also showed 

that the lower ni TFBT values found in both treatments are associated with a reduction of the 

GCD and are not correlated with an increase in the MG-loss rate. The reduced levels of SOD, 

followed by the higher levels of MAD observed in the eyes that received BCKT suggests that 

BC stimulates a higher lipid peroxidation, and therefore still plays a detrimental role to the 

conjunctival tissue, despite the absence of statistical significance between treatments found in 

the clinical parameters assessed by OSAvet® and the GCD assessed by histology. 
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Episcleroceratite nodular granulomatosa em cães 

Nodular Episclerokeratitis in Dogs 

Dábila Araújo Sonego, Alexandre Pinto Ribeiro , Alexandre Lima de Andrade & Lais Tiemi 
Tuboni 

 

 

ABSTRACT 
 

Background: Episcleral inflammation may be assumed to be primary immune-mediated, secondary to intra- or 

extraocular diseases, or systemic abnormalities. We aimed to report a confirmed and another suspect case of 

nodular episclerokeratites (NEK) due to its rarity in the clinical setting and the paucity of case reports in 

Brazilian literature. 

Cases: Case 1. Refers to a 7-year-old castrated male, Collie-mixed breed, presenting with epiphora and an 

irregular ocular surface shape in the left eye (LE). Ophthalmic evaluation of this eye revealed mucoid discharge, 

conjunctival hyperemia, episcleral injection, and a gelatinous mass in the temporal limbic region. Biomicroscopic 

evaluation of the anterior chamber, lens, and vitreous was impaired in the LE because of corneal vessels and a mild 

flare in the aqueous humor. Histopathology of a scleral biopsy revealed the presence of lymphocytes, histiocytes, 

and some plasma cells. Positive CD3-lymphocytes were observed by immunohistochemistry, confirming the 

diagnosis of NEK. Case 2. Refers to a 8-year-old, spayed female Border Collie with a history of exophthalmos, 

conjunctival hyperemia, and inability to close the eyelid of the LE. During ophthalmic examination, an irregular 

espicleral nodule of approximately 9 mm was also found in the temporal limbic region, along with enlargement of 

episcleral vessels and scleral thinning at the equatorial region. The cornea showed mild and diffuse edema, and 

white crystal-like deposits were distributed in a band-like fashion at the dorsal aspect. Ultrasonography revealed 

scleral thinning without evidence of a mass effect arising from the iris, ciliary body, or retrobulbar space. Based 

on these findings, NEK was suspected. In both cases, the clinical signs reduced significantly after seven days 

of topical treatment with corticosteroids and cyclosporine. 

Discussion: It is assumed that scleral disorders are primarily immune mediated. However, such conditions may 

develop secondary to ocular trauma (surgery and foreign bodies), Ehrlichia canis, and Onchocerca spp. 

Infections and situations were ruled out in both cases. In case 1, additional histological and immunohistochemical 

findings supported a primary and immune-mediated scleral disease. Although the definitive diagnosis was not 

confirmed by histology in case 2, one can assume that the episcleral inflammation may have arisen due to an 

immune-mediated disorder once the eye responded posi- tively to corticosteroid therapy. Additionally, secondary 

glaucoma was excluded as a possible diagnosis in case 2, because the intraocular pressure of the affected eye was 

below the reference range for dogs, coupled with the irregular appearance of the episclera, which is not 

characteristic of canine glaucoma. Moreover, in case 2, because remission of the masses of neoplastic origin 

after corticotherapy was not expected, the tumor was discarded. NEK has a characteristic ploriferative behavior 

and resistance to topical immunosuppression; clinical recurrence was not observed in the LE of either patient 
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who remained on treatment after 60 days of follow-up. Regarding prognosis, one study showed a correlation 

between cellular contingent and therapeutic responses. The percentage of positive CD79a cells (B-lymphocytes) 

was significantly higher in cases of epicleritis and NEK, in which a poor response was achieved after topical 

immunosuppressive treatment. As shown by the veterinary literature and the cases described here, the complete 

remission of NEK is more common in unilateral cases, as confirmed after a 12-month follow-up. The 2 reported 

cases are useful for clarifying the common find- ings, diagnosis, and long-term management of NEK. Scleral 

abnormalities, such as NEK, must be included in the list of differential diagnoses of glaucoma, neoplasia, and 

endophthalmitis during ophtalmic examination. 

Keywords: keratitis, uveitis, neoplasia, immunosuppression, dog. 
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INTRODUÇÃO 
 

As doenças inflamatórias da esclera podem ser de 

origem primária (idiopática) ou secundária às doenças intra 

ou extra-oculares, ou ainda devido a alterações sistêmicas 

[3,4,8,11,13,14]. Em cães, se destacam a episclerite nodular 

ou difusa, a episcleroce- ratite nodular granulomatosa (ENG), 

a fasciite nodular, o histiocitoma fibroso, a conjuntivite 

proliferativa, a ceratoconjuntivite proliferativa, o 

pseudotumor e o granuloma do Collie [7,14]. 

Clinicamente, tanto a episclerite, quanto a ENG se 

manifestam de forma única ou múltipla, como massas de 

coloração rósea, cruentas ou eleva- das, que crescem a 

partir do limbo, infiltrando-se no estroma corneal adjacente 

e na membrana nictitante. Usualmente, as lesões são 

indolores, mas se houver acometimento uveal, a fotofobia, o 

blefaroespasmo e a oftalmorréia poderão ser notados [7,14]. 

Demonstrou- 

-se que a ENG se manifesta com maior frequência nos 

Collies com idade média de 3,8 anos [7,14]. Pela histologia, 

há predominância de histiócitos e linfócitos, acompanhados 

por vasculite, colagenólise e inflamação granulomatosa [1-5]. 

Descreveu-se que a ENG canina envolve mecanismos de 

hipersensibilidade do tipo IV, com o provável envolvimento 

subjacente de hipersensi- bilidade do tipo III [4]. 

Relativamente ao prognóstico, reportou-se que quanto maior 

for quantitativo de linfó- citos B, menores são as chances de 

cura [2]. 

O trabalho descreve 2 casos confirmados e um 

suspeito de ENG, por sua raridade, porquanto reconhecem-

se que casos dessa natureza não se en- contram disponíveis 

na literatura brasileira. 

CASOS 
 

Caso 1. Um Collie Mestiço, macho, castrado, com 

idade de 7 anos, foi examinado por queixa de epífora e 

alteração de contorno da superfície ocular do olho direito. A 

alimentação compreendia ração comer- cial balanceada para 

espécie e o paciente não possuía contactante canino. O tutor 

negou histórico prévio de ixodidiose. Vacinação e 

vermifugação estavam atua- lizadas. O exame físico não 

revelou alterações dignas de nota, a não ser a formação de 

cálculos dentários. 

Ao exame oftálmico, constatou-se no olho esquerdo 

(OE) secreção mucopurulenta, hiperemia conjuntival, 

injeção episcleral, além de massa única de aspecto nodular e 

gelatinoso na região do limbo tempo- ral, medindo 

aproximadamente 5 mm (Figura 1). O teste da lágrima de 

Schirmer (TLS) 1 [Teste de Schirmer] revelou valores 

normais no olho direito e esquerdo. O paciente apresentou 

reflexos positivos ao teste de ameaça, ofuscamento à luz e 

reflexos pupilares direto e consensual normais. Pela 

biomicroscopia com lâmpada de fenda2 [SL-14®] o exame da 

câmara anterior, lente, vítreo do OE foi dificultado devido à 

formação de vasos corneais e “flare” moderado do humor 

aquoso (Figura 1A). A pressão intraocular (PIO)3 [Tono-

Pen®] aferida no OE foi de 11 mmHg e de 17 mmHg no olho 

adelfo sem alteração. O teste de tingimento pela fluoresceína1 

[fluoresceína strips®] foi negativo em ambos os olhos. 

Aventou-se, em face dos achados, a possibi- 

lidade de se tratar de neoplasia ou ENG. Agendou-se 

biópsia incisional para o dia seguinte. Após tranquili- zação 

com acepromazina4 [Acepran 0,2%® - 0,05 mg/ kg, IM], 

procedeu-se a tricotomia da região periocular. Realizou-se a 
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biópsia escleral incisional, após indução anestésica com 

propofol5 [Propovan® - 5 mg/kg, IV]. Dois fragmentos de 

aproximadamente 3 mm de diâ- metro foram colhidos, 

mantido em formol tamponado à 10% e submetido à 

avaliação histológica de rotina pela coloração de 

Hematoxilina e Eosina [HE]6. Não foi necessário realizar 

sutura dos locais lesionados. Os fragmentos esclerais 

foram submetidos à técnica de imunoistoquímica para 

detecção de linfócitos T do tipo CD36 [Anti-human T cell 

CD3 peptide (n.C7930)], pela técnica biotina-

streptoavidina-peroxidase. Lâmi- nas de linfonodo 

poplíteo de cadáveres frescos foram submetidas aos 

mesmos procedimentos e serviram como controle 

positivo. Lâminas contendo os frag- mentos esclerais de 

ambos os casos foram submetidas aos mesmos 

procedimentos, omitindo-se o uso do anticorpo anti-CD3 

foram utilizadas como controle negativo. Os cortes foram 

avaliados à microscopia de luz, sob magnificação de 100x. 

Logo após as biópsias, prescreveu-se colírio a 

base de prednisolona 1%7 [Predfort®], a intervalos diários 

e regulares de 4 h, aliado a unguento a base de 

ciclosporina 0,2%8 [Optimmune®],  a intervalos regulares 

de 12 h. Decorridos 7 dias do tratamento, o paciente foi 

novamente reexaminados e observou-se regressão 

significativa da massa límbica. Porém, os sinais 

compatíveis com uveíte anterior e ceratite não ulcerativa 

reduziram apenas de forma leve (Figura 1B). Pela coloração 

de HE, observou-se na biópsia elevado contingente 

inflamatório caracterizado pela presença de linfócitos e 

histiócitos, com ocasionais

plasmócitos (Figura 2A). Pela imunoistoquímica foi 

possível observar inúmeros linfócitos positivos para o 

anticorpo CD3 (Figura 2B). Com base no padrão 

anatomopatológico, imunoistoquímico e pela remissão 

significativa dos sinais clínicos após o uso de corticos- 

teróides e ciclosporina diagnosticou-se quadro com- 

patível com ENG. Dessa forma, manteve-se a terapia 

instituída previamente por mais 30 dias. Decorridos, 

aproximadamente, 2 meses do diagnóstico, observou- 

-se reorganização da esclera (Figura 1C). Não obstante 

depósitos de aspecto branco-metálico compatíveis com 

distrofia corneal, foram notificados na região axial da 

córnea acometida, leve vascularização da região nasal da 

córnea e melanose corneal no canto temporo-ventral (Figura 

1C). Recomendou-se manter terapia local contínua a base 

de ciclosporina 0,2%8 [Optimmune®], a intervalos regulares 

de 12 h. Em contato telefônico com os tutores, após 12 

meses do diagnóstico, não foi reportado recidiva do quadro. 

Caso 2. Examinou-se uma cadela mestiça da raça 

Border Collie, castrada, com 8 anos de idade, com 

histórico de exoftalmia, hiperemia conjuntival e dificuldade 

em serrar às pálpebras do olho esquerdo (OE). Segundo o 

tutor, a paciente alimentava-se nor- malmente e não havia 

queixa sobre os demais sistemas. 

Ao exame oftálmico, a paciente apresentou 

reflexo de ofuscamento positivo em ambos os olhos e reflexo 

pupilar direto (OD) e consensual apenas no olho direito. O 

TLS1 [Teste de Schirmer] revelou valores de 21 e 25 mm para 

os OD e OE, respectivamente. Pela inspeção do OE, 

notificou-se um nódulo irregular de aproximadamente 9 

mm, localizado na região límbica temporal, injeção de 

vasos episclerais, afinamento escleral na região equatorial 

(Figura 3A). Ao exame do mesmo olho por 

biomicroscópio com lâmpada em fenda2 [SL-14®], 

constatou-se edema de córnea leve a difuso em algumas 

áreas, depósitos levemente esbranquiçados distribuídos em 

forma de faixa na região superior da córnea, câmara 

anterior rasa, leve turbidez do humor aquoso, hifema aderido 

à margem pupilar inferior e discoria (Figura 3B). À tonometria 

de aplanação, encontraram-se valores de PIO de 10 e 16 

mmHg nos OE e OD, respectivamente. O hemograma e 

dosagem sérica de alanina aminotransferase e da crea- tinina 

encontravam-se dentro dos valores de referência. A ultra-

sonografia ocular9 [Ultra Scan A e B®], com transdutor setorial 

de 20 MHz em modo B, revelou espessamento da região 

episcleral do olho esquerdo, sem evidência de identação da 

coróide ou a presença de ne- oformações em corpo ciliar ou íris. 

Segmento posterior e espaço retrobulbar apresentavam-se 

inalterados. O olho acometido não respondeu a dilatação 

pupilar após instilação de tropicamida10 [Mydriacyl®] e 

fenilefrina7 [Fenilefrina 10%®], devido à sinequia parcial, 

impedin- do a fundoscopia. O olho adelfo apresentava 

esclerose lenticular e distrofia corneal axial. Em face dos 

achados, suspeitou-se da possibilidade de se tratar de ENG 

difusa. 

O tutor negou permissão para a realização de uma 

biópsia e, então, foi prescrito um colírio a base de 

dexametasona 0,1%, polimixina B e neomicina10 

[Maxitrol®] a intervalos diários e regulares de 4 h. No 

retorno, que ocorreu após 7 dias, observou-se involu- ção 

do espessamento escleral, ausência de hiperemia 

conjuntival e episcleral. Ademais, observou-se inten- 

sificação dos depósitos estromais, distribuídos em forma de 

banda na região axial e superior da córnea do olho direito, 

seclusão pupilar e discoria e formação de catarata difusa. Ao 

exame clínico, mesmo após o tratamento, o OE não 

respondia à ameaça devido as de sinequias posteriores e a 

formação de catarata. Todavia, o reflexo pupilar consensual 

do OE provocou resposta positiva no OD, sugerindo a 

funcionalidade da retina no olho acometido. Frente à 

resposta favorável à cor- ticoterapia local foi comunicado ao 

tutor o diagnóstico de episcleroceratite granulomatosa 

difusa. Todavia, alertou-se que o diagnóstico definitivo 
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poderia apenas ser firmado por avaliação histológica de 

fragmento es- cleral e que o quadro de correção cirúrgica da 

catarata não seria indicado devido a possíveis 

complicações no pós-operatório. O tratamento continuou 

com o mesmo medicamento, a intervalos regulares de 12 

h e explicou-se que a doença poderia ser apenas controlada e 

não tratada. Contato telefônico foi feito decorridos 12 meses 

e foi informado que o olho estava com aspecto similar ao 

normal e não apresentava secreção. 

DISCUSSÃ

O 
 

Admite-se que a maioria das condições infla- 

matórias da esclera e da episclera sejam de origem 

primária e de origem imunemediada [2,4,7]. No caso 1, o 

diagnóstico definitivo foi firmado com base nos achados 

clínicos, histológicos e imunoistoquímicos (positividade 

para linfócitos CD3) [1,2,4]. Embora os 2 cães do presente 

relato não serem Collies puros, é reconhecida a 

predisposição dessa raça para o desen- volvimento de 

episclerites [7,14]. 
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Figura 1. Imagens fotográficas ilustrando a progressão de um caso de episcleroceratite granulomatosa nodular relativo ao caso 1. A- Notar a escle- 
romalácia na região temporal (seta preta) e a injeção ciliar (seta branca). B- Observar a redução da inflamação do tecido esclero-corneal e redução da 
massa escleral 7 dias após o uso de unguento a base de ciclosporina a 0,2% e prednisolona 1% colírio. C- A despeito dos depósitos corneais (seta) e do 
acúmulo de melanócitos corneais logo abaixo, observar a recuperação da transparência, redução no contingente vascular do tecido corneal e recuperação 
da arquitetura do tecido escleral, 2 meses após o início da terapia. 

 

 

Figura 2. Imagem fotográfica de corte histológico da lesão escleral sub- 
metida à imunomarcação de CD3 do caso 1. A- Reação inflamatória com 
predomínio de linfócitos e histiócitos com presença ocasional de células 
plasmáticas. B- É possível observar numerosos linfócitos marcados pelo 
CD3 (B). 

As infecções por Ehrlichia canis e Oncho- cerca 

spp., traumas, cirurgias intraoculares e corpos estranhos 

podem eventualmente desencadear o quadro [7,8,13,14]. 

Considerando-se que, no caso 1, o paciente não foi submetido 

à cirurgia ocular prévia, e que se descartou a presença de 

infecção local e sistêmica com 

base nos achados da biópsia e hematológicos, admitiu- 

-se que a ENG fosse de origem idiopática. Embora o 

diagnóstico definitivo não tenha sido confirmado no caso 

2 descrito à luz de exame anatomopatológico, é possível que 

a inflamação episcleral tenha se originado de reação 

imunomediada idiopática pela reposta po- sitiva à terapia 

com corticosteróides. Embora exames parasitológicos não 

tenham sido realizados a fim de se descartar a infecção por 

Onchocerca spp., descartou-se tal causa, pois a melhora 

clinica dessa parasitose só é observada quando a terapia 

oral com melarsomina em associação com a ivermectina, 

aliada a remoção cirúrgica são realizadas [13]. Um estudo 

demonstrou não haver alterações sistêmicas em cães com 

episclerite de origem idiopática [2]. 

Apesar do aspecto exoftálmico, descartou- 

-se quadro de glaucoma secundário no caso 2 haja vista que 

a pressão intraocular do olho acometido se encontrava 

dentro dos valores normais. Ademais, a deformidade 

episcleral não é um sinal característico dos glaucomas [9]. 

Outrossim, não se observa remissão dos sinais clínicos 

apenas com corticoterapia ou com imunomoduladores [9]. 

Entretanto, em seres humanos, glaucoma secundário à 

esclerite anterior, pode se de- senvolver devido à 

inflamação da malha trabecular e da elevação da pressão 

venosa episcleral [12]. 

Neoplasias primárias como o melanoma límbico 

devem ser considerados no diagnóstico diferencial das 

episclerites [7,10,14]. Embora, macroscopicamente, a forma 

amelanótica dos melanomas possa ser confun- dida com 

outras neoplasias, os achados histológicos permitem 

diagnosticá-lo [6,10]. Melanócitos neoplásicos exibem 

marcante pleomorfismo, além de nucléolos pro- eminentes, 

citoplasma escasso e núcleo grande [6,10]. 
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Figura 3. Imagens fotográficas ilustrando a progressão de um caso de episcleroceratite granulomatosa difusa em um Mestiço de Border Collie relativa ao 
relato de caso 2. Observar: A- Deformação difusa do tecido episcleral do olho esquerdo, em comparação ao olho direito que apresenta dilatação pupilar 
farmacológica por tropicamida. B- A injeção episcleral, o edema de córnea leve, a câmara anerior rasa, a miose e o hifema coagulado na margem pupilar 
ventral. C & D - A redução do tecido episcleral e do processo inflamatório, além de depósitos estromais na região axial da córnea, discoria e catarata. 

 

Neoplasias uveais secundárias também devem ser con- 

sideradas no diagnóstico diferencial, porquanto o tumor 

intraocular secundário de maior freqüência em cães e pode 

apresentar aparência clínica similar às episclerites [6,10]. 

Linfomas cursam na maior parte dos casos, com hipópio, 

hifema e linfoadenopatia periférica [10]. Em cães, o 

sarcoma histiocítico é uma neoplasia rara que acomete os 

olhos e seus anexos, podendo se manifestar de forma isolada 

como edema episcleral, exoftalmia, sendo confundida com 

quadros de episclerite [11]. Entretanto, a neoplasia apresenta 

rápida disseminação sistêmica, prognóstico reservado e é 

pouco ou não responsiva à terapia imunossupressora [11]. 

Ademais, histologica- mente observa-se elevado 

pleomorfimo, cariomegalia e anisocariose, que não foi visto 

no caso 1 [11]. 

Nos 2 casos apresentados não foi observa- da 

recidiva dos quadros clínicos apresentados após 

acompanhar os pacientes por 60 dias. Relativamente 

ao prognóstico, um estudo demonstrou haver relação entre 

o contingente celular e o resultado terapêutico [2]. A 

porcentagem de células B (positivas para o anticorpo CD79a) 

foi significativamente maior em casos de epis- clerite e de 

episcleroceratite granulomatosa nodular, em que o tratamento 

com corticosteróides foi continuado, comparativamente 

àqueles em que houve resolução e a medicação foi 

descontinuada [2]. Conforme a literatura, a maioria dos casos 

que apresentaram resolução e remis- são do tratamento se 

manifestam de forma unilateral, à similitude dos 2 casos aqui 

descritos [2]. 

Com base nos achados dos casos aqui apre- 

sentados, conclui-se que a episclereroceratite nodular 

granulomatosa é afecção de interesse clínico na prática 

oftalmológica de animais de companhia e merece ser listada 

como diagnóstico diferencial de outras afecções oculares, de 

cães, como os glaucomas, as neoplasias e a endoftalmite. 
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