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RESUMO

Objetivo: avaliar o impacto da instilagdo de trometamol cetorolaco (TC) por trés vezes
ao dia durante 15 dias consecutivos nos parametros do hemograma, bioquimica
sérica, urinalise, tempo de sangramento (TS) e no teste de sangue oculto nas fezes
(SOF) em gatos saudaveis. Metodologia: amostras de sangue foram coletadas de 15
gatos para avaliar parametros hematoldgicos e da bioquimica sérica nos periodos
basal e 15 dias ap6ds a instilagdo de TC por trés vezes ao dia. Assim como urinalise e
a presenca de SOF foram realizadas nesses mesmos periodos. Resultados: valores
basais do hemograma, bioquimica sérica e urinalise se mantiveram dentro das faixas
de referéncias. No dia 15, depois do tratamento, foram observadas reducgdes
significativas nos valores do hematdcrito (p = 0.03), proteina total (p = 0.02) e potassio
(p = 0.004) quando comparados com os valores basais. Apesar dessas mudangas,
todas as mensuragdes se mantiveram dentro dos valores de referéncia, exceto a ALT,
a que se elevou de forma significativa quando comparada aos valores basais (p =
0.01). O TS no periodo basal (133.5 £ 61.33 seg.) foi significativamente maior do que
aquele mensurado apos 15 dias de tratamento (102.1 £ 32.76 sec.) (p = 0.03). No
periodo basal, todas as 15 amostras de fezes testaram negativo para o SOF (Figura
1A). Entretanto, no dia 15 apds do tratamento, 11 das 15 amostras testaram positivas
para SOF (p < 0.0001). Conclusao: o presente estudo demonstrou que instilagdes de
TC por trés vezes ao dia por 15 dias continuos induziram injuria hepatocelular e
sangramento gastrointestinal, com possiveis repercussdes no hematdcrito, proteina
total e nos niveis de potassio. Contudo, nossos resultados devem ser interpretados
com cautela devido a auséncia de um grupo controle nesse estudo.

Palavras-chave: exame de fezes; teste de sangramento; perfil bioquimico; AINEs
tépicos; gatos.



ABSTRACT

Purpose: to assess the impact of thrice-daily instillation of trometamol ketorolac (TK)
over a 15-day period on the blood count, serum biochemistry profile, urinalysis
parameters, bleeding time (BT), and fecal occult blood test (FOB) in healthy cats.
Methods: blood was collected from 15 healthy cats to assess hematological and serum
biochemical parameters at baseline and 15 days after the instillation of KT three times
a day. Urinalysis parameters, the presence of FOB, and BT were also assessed at the
same time points. Results: baseline blood count, serum biochemical, and urinary
values were within reference limits. On day 15, significant reductions were observed in
the hematocrit (p = .03), total protein (p = 0.02), and potassium (p = 0.004) compared
to baseline values. Despite these changes, all measurements remained within the
reference limits, except for ALT, which significantly increased when compared to
baseline values (p = 0.01). The BT assessed at baseline (133.5 + 61.33 sec.) was
significantly longer than that recorded on day 15 (102.1 + 32.76 sec.) (p = 0.03). At
baseline, all 15 samples from cats tested negative for FOB (Figure 1A). However, by
day 15, 11 out of 15 samples tested positive for FOB (p < 0.0001). Conclusion: the
current study showed that in healthy cats, the thrice-daily instillation of KT for 15
consecutive days induced hepatocellular injury and gastrointestinal bleeding, with
potential repercussions on hematocrit, total protein, and potassium levels. However,
our results must be interpreted with caution, as a control group is lacking in the present
study.

Keywords: fecal test; bleeding test; biochemistry profile; topical NSAIDs; cats.
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1 INTRODUGAO

Os anti-inflamatoérios nao esteroidais (AINEs) inibem a enzima cicloxigenase,
reduzindo os mediadores pro-inflamatérios (GIULIANO, 2004; PAUNESCU et al.,
2011; MCLEAN & KHAN, 2018). Quando comparados aos glicocorticoides, os AINEs
sdo preferiveis para os tratamentos da uveite causada por infec¢gdes oculares, em
pacientes diabéticos e nos possiveis casos de ceratouveite ulcerativa ou abscesso
estromal (GIULIANO, 2004).

Ademais, na sua forma tépica, os AINEs sao utilizados no periodo poés-
operatorio de cirurgias intraoculares para controlar a inflamagdo (FENOLLOSA-
ROMERQO et al., 2020; BAILEY & WEBB, 2022). O trometamol cetorolaco (TC) é um
AINE, néo seletivo das COXs e inibidor da hidrolise de endocanabinoides, como a
anandamida, comumente prescrito na oftalmologia veterinaria na forma de colirio, mas
mesmo que seu uso seja frequente, ainda faltam publicagdes de estudos sobre seus
efeitos sistémicos e na inflamagéo intraocular (FOWLER et al., 1999; GIULIANO,
2004; VAN VERTLOO et al., 2023).

Em gatos, os efeitos adversos mais reportados com maior frequéncia durante
o uso dos AINEs incluem disturbios gastrointestinais, hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade (HUNT et al., 2015; MCLEAN & KHAN, 2018). Contudo, discrasias
sanguineas, hematuria, perda de pelo, problemas respiratérios, parada cardiaca e
incoordenacéao sao notadas de forma menos comum (MCLEAN & KHAN, 2018; HUNT
et al., 2015). Apos a instilagao de solugdes oftalmicas, uma por¢cao € absorvida
sistemicamente via vasos conjuntivais e a restante pode ser absorvido pelo sistema
de drenagem nasolacrimal, sendo absorvida pela mucosa nasal ou deglutida apds
atingir a boca (SEBBAG et al., 2020; EWALD et al., 2022).

A absorcéao sistémica devido a instilagao oftalmica de AINEs foi relatado em
frangos, coelhos, caes e gatos (SEBBAG et al., 2020; EWALD et al., 2022; GRIGGS
et al., 2017; PEREIRA et al., 2019; HSU et al., 2015; LANUZA et al., 2016; ARAUJO
et al., 2024). A ocorréncia de eventos sistémicos adversos secundarios a
administracao de AINEs, embora rara, ja foi descrita em seres humanos, in vitro, como
a inibicdo da fungao plaquetaria e a exacerbagédo da asma bronquica (SITENGA et al.,
1996; FALCINELLI et al., 2019; SYED et al., 2021).

Em frangos, a administragcédo topica de diclofenaco em um ou em ambos os

olhos diminuiu os niveis de proteina total, mas nao foi capaz de alterar os niveis de
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acido urico (GRIGGS et al., 2017). De forma similar, ja foi demonstrado que coelhos
tratados por 90 dias com solugdo tépica de TC nao desenvolveram alteragoes
sistémicas adversas baseados em sinais clinicos, consumo alimentar, resultados
laboratoriais e histopatolégicos dos rins e do figado (PEREIRA et al., 2019). Em dois
estudos conduzidos em gatos saudaveis, demonstrou-se que a instilacdo de
diclofenaco ou flurbiprofeno ndo induziram anormalidades clinicamente relevantes no
hemograma, urindlise e perfil bioquimico sérico (HSU et al., 2015; LANUZA et al.,
2016).

Assim, alteragdes gastrointestinais também séo consideradas o efeito colateral
mais comum relatado em caes que recebem AINEs pela via oral, podendo ocorrer
também em gatos (VAN VERTLOO et al., 2023; LUNA et al., 2007; DOBBERSTEIN et
al., 2022). Em estudos experimentais conduzidos nessa espécie, a presenca de
sangue oculto fecal (SOF) foi observada 7 dias depois da administragdo oral de
etodolaco, meloxicam, cetoprofeno ou flunixina meglumina. Da mesma forma, um
estudo retrospectivo reportou que a incidéncia de sangramento gastrointestinal em
caes recebendo AINES pela via topica é comparavel ao de cédes que receberam AINEs
ou glicocorticoides de forma sistémica (VAN VERTLOO et al., 2023). Todavia, outro
estudo realizado em caes higidos demonstrou que a instilagao de TC, duas vezes ao
dia por 30 dias consecutivos, ndo resultou em sinais gastrointestinais, como melena
ou vémito, anormalidades no hemograma, no perfil bioquimico sérico e na urinalise
(ARAUJO et al., 2024).

Diferentemente dos caes, que demonstram um tempo de sangramento (TS)
aumentado decorridos 7 dias do inicio do tratamento oral com AINEs, gatos que
utilizaram acido acetilsalicilico, meloxicam, vedaprofeno e firocoxibe ndo exibiram
nenhuma mudanca neste parametro (LUNA et al., 2007; HART et al., 1995; CAROLL
et al., 2005; BRONDANI et al., 2009, PHUWAPATTANACHART et al., 2017). Porém,
em todos os estudos que envolveram gatos, o TS foi avaliado apenas apds o uso de
AINEs por um periodo de 24, 48 ou 52 horas apés a realizagao de cirurgias (HART et
al., 1995; CAROLL et al., 2005; BRONDANI et al., 2009, PHUWAPATTANACHART et
al., 2017). Assim como em cées, o uso de AINEs, em gatos, na forma de colirio é
instituido por longos periodos no tratamento pds-operatorio de facoemulsificagéo
(FENOLLOSA-ROMERO et al., 2020; BAILEY & WEBB, 2022). Logo, desconhecem-
se os possiveis efeitos de eventos adversos sistémicos durante a administracéo tépica

de TC em gatos por longos periodos.
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1.1 Objetivo

Avaliar se instilagdo de TC a 0,4% (trés vezes ao dia) por 15 dias em gatos
saudaveis promove alteragdes no hemograma, na bioquimica sérica (albumina,
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina, gama-
glutamil transferase, bilirrubinas, uréia, creatinina, colesterol, lactato, glicose, sédio e
potassio), em parametros de urinalise (densidade, pH e relagéo preina/creatinina), no
TS e no teste de SOF.



13

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mecanismos e eventos inflamatérios e anti-inflamatérios na homeostase e

patologia ocular

Os eventos nas fases inflamatérias e anti-inflamatérias sdo fundamentais na
homeostase e patologia dos organismos, principalmente nos olhos, envolvendo
diversas vias moleculares, como os lipidios e algumas enzimas (GRAHN & PEIFFER,
2021; WEGG et al., 2021; WANG et al., 2021). Ademais, os acidos graxos, 0s quais
podem ser exdgenos, como os advindos derivados da dieta (do tipo w-3: Acido
Timnodénico ou EPA, Acido 2Clupanodénico ou DPA e Acido Cervénico ou DHA) e
enddgenos, pela fosfolipase A , por meio do tecido celular (geralmente do tipo w-6:
Acido Araquidénico ou AA e do tipo w-9: Acido de Mead, esse quando necessario),
sdo pecas importantes desse complexo mecanismo (HANSEN & ARTMANN 2008,
MCDOUGLE et al., 2017).

Esses compostos covalentes medeiam grande parte das fases inflamatorias e
anti-inflamatdrias, por meio de acdo enzimatica e ndo enzimatica, com formagao dos
seus produtos oxilipinos, que em grande parte sao formados por eicosanoides, tanto
em situagdes fisioldgicas e/ou patoldgicas (TOGURI et al., 2016; EDIN et al., 2015;
STARK et al., 2021). Logo, os processamentos enzimaticos podem ser pela agao da
epoxigenase da CYP450, lipoxigenase e cicloxigenase e, além dessas vias comuns,
ha também pela esterificagdo pela diacilglicerol lipase (DAGL) e n-aciltransferase
(NAT) e/ou hidrolise pela amida hidrolase de acidos graxos (FAAH) e da
monoacilglicerol lipase (MAGL) de canabinoides. Ja os processamentos nao
enzimaticos podem ser pela peroxidagao por estresse oxidativo (por espécies reativas
de oxigénio) e s-nitrosacao (por modificacdo poés-traducional) (FOWLER et al., 1999;
ROUZER et al., 2011; PAUNESCU, et al., 2011; TOGURI et al., 2016; EDIN et al.,
2015; PUTMAN et al., 2021).

Acerca dos produtos dessas vias, principalmente nos eventos que ocorrem nos
tecidos oculares, os eicosanoides sdo moduladores essenciais para o equilibrio do
organismo (EDIN et al., 2015; GRAHN & PEIFFER, 2021). Eles funcionam em diversos
sistemas fisioldgicos e processos patoldgicos, tais como a inibicdo (por meio de
mediadores pro-resolutivos especializados) ou aumento da inflamagao (geralmente

relacionados a prostanoides inflamatérios), alergias, febre, dor, diversas respostas
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imunitarias e leucocitarias, na modulagado do sistema endocanabinoide, atuagéo no
sistema reprodutor e no parto, regulagdo do crescimento celular, modulagao do fluxo
e da pressdo sanguinea para os tecidos e entre outras agdes de forma geral
(SONNWEBER et al., 2018; WANG et al., 2021). Essas oxilipinas, majoritariamente,
podem ser divididas em endocanabinoides, prostaglandinas G2, Hz, D2, E2 e Foaq,
prostaciclina I e tromboxanos Az e B, acidos hidroxi-eicosatetraenoicos 5, 12, 15 e
20, leucotrienos A4, Ba, Cs, Ds € Es4, hepoxilinas Az e B3, eoxinas A4, Cs4, Ds e Es,
protectinas, maresinas, resolvinas E1, E2 e Es, lipoxinas A4 e B4, isoprostanos pelo
estresse oxidativo Az, D2, E2 e J2 e S-nitrosotiois (ROUZER et al., 2011; PUTMAN et
al., 2021). Ao desempenhar essas multiplas fungdes citadas anteriormente, os
eicosanoides, costumam atuar também como sinalizadores autocrinos para agir em
suas células de origem, como sinalizadores paracrinos para impactar células na
proximidade de suas células de origem e/ou também podem atuar como agentes
endocrinos para controlar a fungdo de alvos celulares remotos (EDIN et al., 2015;
WANG et al., 2021).

Na resposta inflamatéria, aos estimulos lesivos ou imunolégicos aos tecidos
oculares, ocorrera a degradagédo enzimatica de canabinoides enddgenos e ativagao
enzimatica das fosfolipases na membrana fosfolipidica celular acometida, sendo isso
tudo parte principalmente da formagao do acido araquidénico e das suas diversas vias
relacionadas as suas cascatas de reacgoes (LICLICAN et al., 2010; WANG et al., 2021).
De forma geral, esse acido araquidonico produzido pode ser coordenado pelas vias
das lipoxigenases (LOX), principalmente para promover quimiotaxia leucocitaria e
broncoconstrigdo, e das vias das cicloxigenases 1 e 2, responsaveis pela homeostase
do organismo por meio dos efeitos citoprotetores da mucosa gastrica, fungao
plaquetaria, perfusdo renal, parte da modulacdo do sistema endocanabinoide,
contragao uterina, tonus endovascular e atividade anti-inflamataéria, principalmente por
meio das lipoxinas, e inflamatéria, que até certo ponto pode ser patoldgica ou
fisiologica (PAUNESCU, et al., 2011; WANG et al., 2021).

Os produtos da lipoxigenase incluem acidos hidroxil-eicosatetraenoicos e
leucotrienos, ja os das cicloxigenases (COX) ocorrem pela metabolizacdo de
endocanabinoides oxigenados e pela conversdo do acido araquidénico em
prostaglandinas (PGs), prostaciclinas e tromboxanos (MAGGS, 2013; FOWLER,
2021; LAFRENIERE et al., 2023). A COX-1, fisiologicamente expressada na maioria

das células, produz tromboxanos, relacionados a vasoconstricdo e agregacao
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plaquetaria, e PGs, que modulam a homeostase tecidual e inflamacéao, além de que
estudos anteriores demonstraram sua possivel correlagédo com situagdes patoldgicas
trombaticas e também a COX-1 como possibilidade de alvo terapéutico, enquanto que
a COX-2, restrita na maioria das vezes em reacao a estimulos nocivos e inflamatérios,
€ expressa em células saudaveis ou doentes/neoplasicas, como também atua na
oxigenacgao de endocanabinoides e ativacdo de mediadores inflamatdrios e do sistema
imune, assim como, de forma reversa, a anandamida também pode ser sintetizada
nestas vias a partir do AA livre (IRIBARNE et al., 2008; MAGGS, 2013; FOWLER,
2021; LAFRENIERE et al., 2023). Ja a COX-3 €& uma variante da COX-1 que
compartilha todas as caracteristicas cataliticas da COX-1 e COX-2 (MUNOZ et al.,
2010). A comparagao da atividade da COX-3 canina com a COX-1 e COX-2 murina
demonstraram que esta enzima ¢é inibida seletivamente por medicamentos
analgésicos e/ou antipiréticos, como também pode ser inibida por alguns anti-
inflamatdérios ndo esteroidais, ja que a inibicdo medicamentosa da COX-3 poderia
implicar em diminuicdo dos efeitos da dor e da febre (CHANDRASEKHARAN et al.,
2002; MUNOZ et al., 2010).

Quando a barreira hemato aquosa é desafiada por agentes inflamatérios,
ocorre a sua ruptura e aumento da sua permeabilidade, afetando a sua atividade
produtora de humor aquoso, a qual resulta em um influxo de proteinas e células na
camara anterior e posterior, favorecendo assim a uveite anterior, uveite posterior e/ou
panuveite (MILLER, 2013; GLAZE et al., 2021; SAMUELSON, 2021; GRAHN &
PEIFFER, 2021; RANKIN, 2021; WEGG et al., 2021; PEIFFER et al., 1991; FREDDO,
2001). Dentre os diversos mediadores inflamatorios envolvidos nessa ruptura,
destacam-se os leucotrienos, o fator ativador de plaquetas, neuropeptideos
relacionados a calcitonina, a substancia P, interleucinas, éxido nitroso, bradicinina,
endocanabinoides e PGs (MAGGS, 2009; TOGURI et al., 2016; FOWLER, 2021;
LAFRENIERE et al., 2023; RANKIN, 2021; BHATTACHERJEE et al., 1997).

As PGs desempenham um papel importante na ativagdao e manutencédo da
inflamacao ocular, principalmente a PGE2, pois atua como mediadora dos sinais
inflamatdrios, principalmente no contexto da uveite, a qual € muito comum na rotina
oftalmoldgica veterinaria de felinos, além de que estudos anteriores demonstraram
que, majoritariamente, os casos de uveite anterior costumam ser de origens
idiopaticas (CHAVKIN et al., 1992; MILLER, 2013; GLAZE et al., 2021; GEMENSKY
et al., 1996; TOWNSEND, 2008; MAGGS, 2009; WEGG et al., 2021; PEIFFER et al.,
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1991). Os sinais da uveite podem ser associados ao edema e inflamacao da iris
(iridite), que pode se manifestar na forma de miose, e inflamagado do corpo ciliar
(ciclite), ou ambos (iridociclite), que causam redugao na produgao de humor aquoso
ensejando em hipotonia intraocular aguda, e o aumento da permeabilidade vascular
uveal anterior, promovendo o aumento da concentragao proteica no humor aquoso e
alteragbes na pressao intraocular. Além disso, a uveite posterior pode prejudicar a
circulagéo posterior (coroidite), a retina (retinite) e/ou ambas (coriorretinite, também
conhecida por retinocoroidite) as alteragdes (MAGGS, 2013; RANKIN et al., 2011;
ANAND-APTE et al., 2010; GELATT & PLUMMER, 2017).

O conhecimento acerca dessas vias inflamatdrias e de reparagao do organismo
sdo de extrema importancia tanto no contexto fisiolégico, patolégico, terapéutico e
toxicoldgico, visto que os AINEs podem ter seus efeitos benéficos ou adversos de
acordo com as interacbes com essas vias, principalmente para o CT, que € um AINE
nao seletivo para a COX e inibidor da hidrolise de endocanabinoides pela amida
hidrolase produtora de acido araquidonico (ALHOUAYEK et al., 2014; FOWLER et al.,
1999). Dessa forma, isso pode contribuir com o desenvolvimento de novos
medicamentos inibidores de COX com preferéncia por endocanabinoides e inibidores
de dupla agao FAAH/COX, os quais podem abrir caminho para novos medicamentos
que atinjam a resolutividade terapéutica sem o risco de efeitos adversos

gastrointestinais e cardiovasculares, por exemplo (FOWLER, 2012).

2.2 Trometamol cetorolaco (TC) como anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE)

O tratamento da uveite anterior inclui o uso de agentes antimicrobianos
especificos, quando detectados agentes infecciosos, € de medicamentos anti-
inflamatadrios sistémicos e tépicos, o qual inclui o uso isolado ou combinado de colirios
a base de corticosteroides e de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) (GLAZE et
al., 2021; RANKIN, 2021). Como a uveite anterior € comum em gatos e a maioria dos
casos € idiopatica, o tratamento visa aliviar os sinais de dor, desconforto, além de
prevenir as complicacdes associadas a inflamacéao e pressao intraocular (CHAVKIN et
al., 1992; MILLER, 2013; GLAZE et al., 2021; RANKIN et al., 2011).

Os AINEs néo sao indicados em casos de doenga gastrointestinal, intolerancia
a AINEs, doenca renal, hepatopatias, coagulopatias, hipovolemia e hipotenséo,

administracdo concomitante de AINEs ou corticosteroides, devido aos efeitos
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adversos. Desse modo, apesar dessas restricoes quanto aos AINE's, sua indicagao
de uso, como o TC, na rotina clinica de felinos, € importante devido aos seus efeitos
anti-inflamatorios, antipiréticos e analgésicos (SPARKES et al., 2010; STEAGALL et
al., 2022).

A Sociedade Internacional de Medicina Felina e a Associacdo Americana de
Médicos de Felinos publicaram diretrizes relativamente ao consenso sobre 0 uso a
longo prazo de AINEs em 2010, e sobre tratamento multimodal nas Diretrizes do
Consenso Sobre o manejo da dor aguda em gatos em 2022, ambas publicagdes
recentes que abordam sobre a vigilancia dos efeitos adversos dos AINEs, como
também sobre a importancia da avaliagdo clinica e monitoramento de parametros
laboratoriais a respeito do acompanhamento clinico de pacientes felinos utilizando
AINEs, porém grande parte desses guias envolveram estudos com administragao
sistémica oral ou injetavel (SPARKES et al., 2010; STEAGALL et al., 2022).

E descrito em humanos que a instilagdo oftalmica de cetorolaco de trometamol
€ segura e eficaz no controle da dor e da inflamacgao oriunda de cirurgias fotorrefrativa
e de catarata, sendo assim um promissor farmaco para ser pesquisado na oftalmologia
veterinaria de felinos (TRATTLER et al., 2007; MACA et al., 2010; DONNENFELD et
al., 2011).0 cetorolaco de trometamol € um AINE nao seletivo para a COX e inibidor
da hidrolise de endocanabinoides pela amida hidrolase produtora de acido
araquidénico, pertencendo ao grupo do acido heteroaril acético (VADIVELU et al.,
2015; ALHOUAYEK et al., 2014). O CT, em humanos, € metabolizado principalmente
pela conjugacdo do acido glicurbnico e excretado pelos rins, mas um estudo
conduzido em gatos sugeriu que a via da p-hidroxilagdo pudesse ser uma via
importante nessa espécie (VILLA et al., 2015).

Pesquisas em humanos demonstram que a infusdo continua de cetorolaco mais
tramadol em curto prazo (72 horas) nao esta associada a eventos adversos como
disfungdo aguda hepatica ou renal ou anormalidades nos parametros de coagulagao
durante a hospitalizagdo dos pacientes e dentro de 30 dias apds a alta médica (PINTO
et al., 2024). Outro estudo randomizado controlado de uma nova formulagdo de
cetorolaco trometamina para infusdo continua em voluntarios humanos saudaveis
demonstrou que as concentragdes sanguineas de cetorolaco foram previsiveis de
forma confiavel e os efeitos colaterais foram geralmente leves, sem eventos adversos
inesperados (PERGOLIZZI et al., 2023).
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2.3 Efeitos adversos relacionados aos AINEs e do TC

A ocorréncia de eventos sistémicos adversos secundarios a instilagao ocular de
AINEs foi relatada em seres humanos, aves, coelhos, cées e gatos (PEREIRA et al.,
2019; HSU et al., 2015; LANUZA et al., 2016; GRIGGS et al., 2017; VAN VERTLOO
et al., 2023; SYED et al., 2021). Ademais, supde-se que a instilacdo oftalmica de
colirios é parcialmente absorvida pela circulagado sistémica pelas vias conjuntival,
nasolacrimal e nasofaringea ou por degluticdo (PAULSEN et al., 2002; MAGGS, 2013;
REGNIER et al., 2021; ADRIANTO et al., 2022). Os efeitos adversos mais frequentes
ao CT sao disturbios gastrointestinais, incluindo hemorragia gastrointestinal,
perfuracao e ulceragao péptica (SINHA et al., 2009). A administragdo ocular do TC
pode estar associada a ardor transitério e irritacdo ocular em humanos, no entanto foi
descrito que a instilacdo de TC nao altera o limiar de sensibilidade corneal em gatos
(SINHA et al., 2009; ROBERTS et al., 2021).

Possiveis efeitos sistémicos oriundos da via tépica de AINEs s&o relatados,
visto que em humanos, a via topica cutdanea de AINES pode causar aumento da
creatinina sérica, Ulceras gastricas, alteragdes nas fungdes renais. De forma similar, a
instilacao ocular de AINEs foi estudada por estar envolvida com a exacerbacgao da
asma brénquica e inibigdo da fungao plaquetaria (EVANS et al., 1995; SITENGA et al.,
1996; SHARIR, 1997; OTSUKA et al., 2017; FALCINELLI et al., 2019; SYED et al.,
2021). Pesquisas com aves domésticas demonstraram que a instilagdo oftalmica de
diclofenaco resultou na queda dos niveis de proteina total sem os niveis plasmaticos
de acido urico (GRIGGS et al., 2017). Em coelhos, foi demonstrado que a instilagao
oftalmica de cetorolaco de trometamol por 90 dias n&o ensejou alteragbes
histopatolégicas na mucosa gastrica, nos rins e no figado (PEREIRA et al., 2019).

Além disso, embora os pesquisadores desse mesmo estudo tenham reportado
que a instilacdo do cetorolaco por 90 dias nao tenha promovido alteragbes no
hemograma (eritrograma, leucograma, na contagem de plaquetas), nos niveis séricos
de proteina total, albumina, creatinina, sédio e potassio, resultados relativos a tais
avaliacées nao foram descritos no artigo (PEREIRA et al., 2019). Luna et al. (2007)
relataram que a administracao sistémica de diferentes AINEs, em céaes, por 90 dias
consecutivos nao alterou a contagem de plaquetas, mas aumentou significativamente
os tempos de sangria. No entanto, em outro estudo retrospectivo, foi demonstrado que

caes que recebem AINEs pela via oftalmica podem apresentar risco aumentado de
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sangramento gastrointestinal (VAN VERTLOO et al., 2023). Ademais, reportou-se em
humanos que o uso sistémico de TC, piroxicam, cetoprofeno, indometacina,
naproxeno e aspirina foram associados a riscos individuais particularmente elevados
para sangramento gastrointestinal superior, mesmo em doses baixas (LAPORTE et
al., 2004).

2.4 Efeitos sistémicos relacionados aos AINEs em gatos domésticos

O trometamol cetorolaco (TC) é um AINE, ndo seletivo das COXs e inibidor da
hidrolise de endocanabinoides, e comumente prescrito na rotina oftalmolégica de
felinos. Além disso, em um estudo para avaliar os efeitos oculares e determinar a
eficacia do cetorolaco topico e da terfenadina oral, o TC apresentou efeito benéfico no
controle do prurido ocular em gatos (MAROUN & RAIZMAN, 1995). Em gatos, apenas
dois estudos foram desenvolvidos relativamente aos possiveis efeitos sistémicos
oriundos da instilagcao oftalmica de AINEs e seus resultados sdo controversos (HSU et
al., 2015, LANUZA et al., 2016).

No estudo de Hsu et al. (2015), os pesquisadores ndo observaram alteragbes
nos niveis séricos de albumina, globulina, glicose, alanina aminotransferase, fosfatase
alcalina, gama-glutamil transpeptidase, ureia, creatinina, fosforo, potassio, relagao
proteina/creatinina urinaria e densidade urinaria. No outro estudo realizado em gatos,
foi constatada uma reducgao significativa nos niveis séricos de ureia e creatinina, assim
como da densidade urinaria, decorridos 15 dias da instilacdo oftalmica continua de
diclofenaco sodico a 0,1% (LANUZA et al., 2016). Todavia, nesse mesmo estudo tais
parametros nao ficaram fora dos valores de referéncia para gatos. Apesar de Hsu et
al. (2015) terem reportado redugao na taxa de filtracao glomerular, sugeriu-se que
essa alteragdo pudesse estar associada ao delineamento experimental do tipo
crossover, pois o0 estudo com diclofenaco ocorreu apos a fase placebo, fazendo com
que os individuos desenvolvessem hipovolemia devido a multiplas coletas
sanguineas.

Frente ao exposto, pareceu-nos oportuno avaliar o uso TC a 0,4% e seus
possiveis efeitos sistémicos em gatos, visto que possiveis efeitos sistémicos oriundos

da instilagao oftalmica deste farmaco nunca foram investigados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Mato Grosso (protocolo n°® 23108.032300/2022-79), além
disso, houve permissao dos responsaveis dos felinos através da assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido. Dessa forma, quinze gatos domésticos de pelo
curto (7 fémeas e 8 machos), ndo castrados, com idades média de 1,46 anos (1 e 3
anos) e peso médio de 3,48 kg (2,7 e 4,4 kg) foram incluidos no estudo.

Os critérios de exclusao, avaliados durante a abordagem prévia por anamnese
e exames clinicos fisicos e complementares, foram alteracbées na coloragdo das
mucosas, na frequéncia cardiaca (120-220 bpm), respiratoria (16-40 rpm),
temperatura retal (37,5°C-39,2°C), tempo de preenchimento capilar (até dois
segundos), palpacgao de linfonodos, grau de hidratagdo, comportamento agressivo ou
intolerancia a contencgao, tratamento atual ou recente (30 dias antes) com qualquer
medicamento sistémico ou toépico, historico de alteragdes oftalmicas ou qualquer outra
comorbidade sistémica conhecida, além de alteragbes prévias no hemograma e
bioquimico, resultados positivos de PCR para os virus da imunodeficiéncia felina e da
leucemia viral felina e/ou no exame coproparasitolégico seriado.

Também foram excluidos os felinos com alteragdes oftalmicas nos exames de
resposta de ameacga, ofuscamento e no reflexo pupilar direto e indireto a luz, de
biomicroscopia com lampada de fenda (SL-15®, Kowa, Jap&o) dos anexos, cérnea,
camara anterior, lente e vitreo, de pressao intraocular avaliada por tonometria de
rebote (Tonovet Plus®, iCare, Finlandia), no exame da retina e do nervo éptico por
oftalmoscopia indireta (FOH-5®, Eyetec, Sdo Carlos, Brasil) e no exame de cérneas
com resultado negativo ao teste do corante de fluoresceina (Fluorescein Strips®,
Ophthalmos, Sdo Paulo, Brasil).

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados em cada gato
aproximadamente uma semana antes do inicio do estudo para garantir que todos os
individuos estivessem saudaveis, sendo os mesmos exames repetidos durante a
coleta de dados antes e depois do tratamento. Além disso, este experimento foi
realizado em uma sala com padronizagdo média de 39 lux de luminosidade, 25°C de

temperatura e 42,5% de umidade relativa do ar, além de que os gatos foram expostos
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a um ciclo claro/escuro de 12 horas, alimentados, por 1 semana antes da vinda para
coleta dos exames e também depois ao decorrer do estudo, com dieta seca regular
(Golden Gatos®, Premier Pet®, SP, Brasil) calculada de acordo com os pesos de cada
individuo, além de ser servido por trés vezes ao dia e agua ad libitum.

Além disso, o ambiente dos gatos foi adaptado de acordo com Taylor et al.
(2022), na sua publicagao das Diretrizes para Ambiente Veterinario “Cat Friendly” da
AAFP/ISFM de 2022, onde foram alocados de forma individual os felinos em gaiolas
de compartimento unico, composta por brinquedos, caixas de papeldao com cobertores
de pano (como abrigo e para comportamentos fisicos, como escaladas e o ato de
arranhar) e com potes de comida, de agua e caixa sanitaria com areia (Pipicat
Classic®, Kelco Pet Care®, produtos animais LTDA, SP, Brasil), sendo este bem
separado dos outros, sendo também respeitado um limite de tempo (45 minutos por

trés vezes ao dias) para soltura individual de cada um dos gatos.

3.2 Tratamentos

ApoOs a obtengao dos parametros basais, os gatos receberam 40 uL de solugao
oftalmica de TC 0,4% (Acular® LS, Allergan, SP, Brasil) em ambos os olhos a cada 08
horas durante 15 dias consecutivos, sendo reavaliados os parametros depois do

tratamento.

2.3 Exames clinicos, avaliagcao de fezes e consumo de alimentos

Antes e apds os tratamentos, mediante apos a inclusdo dos gatos neste estudo,
aferiram-se as frequéncias respiratéria e cardiaca com estetoscépio e cronémetro. A
mensuragao da pressado arterial foi realizada de forma indireta pelo método
oscilométrico (Petman®) que fornece a pressao sistdlica (PAS), média (PAM) e
diastdlica (PAD) e foram considerados os valores de pressdo arterial média. Foi
escolhido de forma individual o manguito, medindo de 30 a 40% da circunferéncia do
membro toracico do gato.

Apods a climatizagdo do gato pelo tempo minimo de 10 minutos, a afericdo da
PA foi realizada, no local que o gato estivesse mais confortavel, tendo sido dado
preferéncia para ser realizada com o gato dentro da sua caixa de transporte. A afericéo

foi realizada pelo mesmo observador com seis repeticoes e exclusao do primeiro valor
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e em seguida realizado a média das demais (ACIERNO et al., 2018). A avaliacéo da
hidratagdo de acordo com o trabalho de Davis et al (2008), sendo classificada de grau
normal com auséncia de sinais clinicos, de grau leve com perda minima de turgor da
pele, membranas mucosas semi-secas, olho normal, de grau moderada com perda
moderada de turgor da pele, membranas mucosas secas, pulsos fracos e rapidos,
com enoftalmia e de grau grave com perda consideravel de turgor da pele, enoftalmia
grave, taquicardia, membranas mucosas extremamente secas, pulsos fracos,
hipotensdo e com alteragdo do nivel de consciéncia.

O consumo diario de alimento foi mensurado pela subtragdo da quantidade de
racao administrada (gramas) e a sua sobra. Antes e ao final do estudo todos os gatos
foram pesados em balanga com a mesma calibragem. A ocorréncia de vomito, melena
ou hematoquezia foram monitorados diariamente. Relativamente a consisténcia das
fezes, utilizou-se um sistema de pontuagao para gatos descrito na literatura (GERMAN
et al., 2017) (Tabela 1).

Tabela 1 — Sistema de pontuagao fecal utilizado

Escore fecal Descrigao

1 Fezes liquidas ou aquosas

2 Maioria das fezes formadas na forma de agregados moles

3 Aproximadamente 50% das fezes de consisténcia normal e 50% de consisténcia

amolecida

Aproximadamente 75% das fezes de consisténcia normal com pequena quantidade de

4 A )

consisténcia amolecida
5 Todo conteudo fecal apresentando consisténcia normal
6 Pedacos de fezes pequenos e endurecidos

2.4 Exames hematoldgicos e ultrassonograficos
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Para realizacao de exames hematoldgicos, foram coletados 5 mL de sangue da
veia jugular para avaliagcdo hematologica (hematdcrito, hemoglobina, plaquetas,
leucograma e proteina total) e bioquimica sérica [albumina, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamil
transferase (GGT), bilirrubina total, ureia, creatinina, colesterol, lactato, glicose, sédio
e potassio.

Para a realizagdo das analises sanguineas foram utilizados analisadores
hematologicos (pocH-100iv Diff, Sysmex, Brasil) e bioquimicos (CM 250, Wiener Lab
Group, Brasil) automaticos. Foram determinados por dispositivos portateis os niveis
de lactato (Accutrend Plus®, Roche, Brasil) e glicose (Accu-Check®, Roche, Brasil).
As concentragdes de sédio e potassio foram mensuradas usando um analisador de
eletrélitos (EasyLite, Grupo Kovalent, Brasil).

Exames de ultrassonografia abdominal completa (USA) foram realizados em
todos os gatos. Durante a ultrassonografia, realizou-se a coleta de 5 mL de urina por
cistocentese. A urina fresca foi utilizada para determinac&o da relagao entre proteina
e creatinina na urina (UPC), densidade e pH urinarios. Todas as USAs foram
realizadas pelo mesmo examinador, que desconhecia os momentos da avaliacdo
(antes ou apods instilagdo de TC). A densidade especifica da urina foi medida por
refratometria (Atago Ref3ractometer®). O pH da urina e demais parametros quimicos
foram avaliados por meio de tiras reagentes (Combur10 Test UX, Roche, Brasil) e

registrados em leitor especifico (Urisys 1100®, Roche®, Brasil).

3.5 Tempo de sangramento (TS)

Devido a dificuldade de avaliagdo da mucosa oral em gatos conscientes, o
tempo de sangramento (TS) foi medido através da pungao de uma veia na superficie
externa da orelha com agulha 22G (Descarpack®, SP, Brasil) (BRONDANI et al.,
2009). Papel absorvente (Papel-filtro Whatman ®, Darmstadt, Alemanha) foi utilizado
apenas para absorver o sangue sem aplicar pressao no local da pungédo. O tempo
desde a puncéao até a cessagao do sangramento foi medido por de um cronédmetro. O
TS foi realizado 24 horas antes e 15 dias apés o tratamento e a interpretagdo do TS
foi feita de forma cega. O mesmo observador realizou todos os TS sem conhecimento

prévio do periodo em questao.
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3.6 Sangue oculto nas fezes (SOF)

As amostras de fezes utilizadas para deteccdo de sangue oculto fecal (SOF)
foram obtidas por meio de coletas nas caixas sanitarias dos gatos, previamente antes
do inicio dos procedimentos invasivos de cada periodo. Todos os gatos receberam
tratamento com vermifugo de 0,5 mL/kg, em suspensao oral, contendo fenbendazol,
pirantel e praziquantel (Vetmax Plus Suspensao®, Vetnil, SP, Brasil) uma semana
antes do estudo e foi realizado exame coproparasitologico para certificar a auséncia
de parasitas intestinais.

A ocorréncia de SOF foi determinada pela deteccdo visual de
quimioluminescéncia com luminol (Luminol Cas No. 521-31-3 - Sigma-Aldrich®, Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha) (PARK & TSUNODA, 2018). Sangue puro de gato e
fezes misturadas com sangue foram utilizadas como controles positivos. Também foi
testada a interferéncia da racao e da areia da caixa do gato, na reagao do luminol.

Antes da coleta de fezes para determinagdo do SOF basal, os gatos foram
aclimatados a uma dieta regular seca para gatos adultos (Golden Gatos®, Premier
Pet®, SP, Brasil) por 3 dias. A solugao a ser utilizada no teste de SOF foi preparada
misturando-se hidréoxido de sédio, peréxido de hidrogénio, luminol (300uL), agua
deionizada-destilada e fezes (1 mg/mL) (PARK & TSUNODA, 2018). A interpretagéo
do teste de SOF pelo luminol foi realizada de forma cega, sendo a reagdo observada
imediatamente em um sistema de campo escuro. Tubos com fezes que se tornassem

azul fluorescentes logo apods a introducao do luminol foram considerados positivos.

3.7 Analise estatistica

O tamanho da amostra foi determinado com uma taxa de erro alfa de 5% e
poder de 80% com base em desvios padrao e valores limites de equivaléncia para
parametros hematologicos e bioquimicos detectados em estudos publicados
anteriormente que usaram quatro a seis gatos/grupo para determinagao da tolerancia
sistémica a AINEs topicos (HSU et al., 2015; LANUZA et al., 2016). O tamanho
amostral calculado como ideal foi determinado como sendo igual ou maior que 7 gatos
(www.sealedenvelope.com).

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

parametros clinicos, o TS e todas as variaveis medidas no sangue foram comparados
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usando um teste t pareado para avaliar possiveis diferengas nos valores observados
no dia 15 em comparagao com os valores basais. A avaliagao da positividade do teste
SOF foi determinada pelo teste exato de Fisher. As diferengas foram consideradas
significativas quando p < 0,05 (Prism 4.0-GraphPad Software inc, Califérnia, EUA). Os

dados foram expressos como média £ desvio padréao.
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4 RESULTADOS

No periodo basal, o peso corporal, os parametros cardiaco e respiratorio,
pressdo sanguinea média ndo se alteraram e se mantiveram dentro dos valores de
referéncia para a espécie felina (Tabela 2). Ademais, nao foi constatado em nenhum
dia a ocorréncia de vomito, alteragdes fecais como melena, hematoquezia ou diarreia,
como também a hidratagdo e o consumo de ragdo se mantiveram dentro da
normalidade. Em todos os gatos o escore fecal obtido no periodo basal, assim como

apos o tratamento com TC foi 5 (p = 1,00).

Tabela 2 — Média + desvio padrdo dos pardmetros clinicos em gatos no periodo basal e depois da
instilacdo de trometamol cetorolaco a 0,4% por 15 dias

Referéncia Basal 15 dias apés P
tratamento
Peso corporal (kg) 2-5 3,41 +0,63 3,48 £ 0,61 0,33
Frequéncia respiratéria (BPM) 16 - 40 40,60 £ 10,91 35,87 £9,92 0,05
Frequéncia cardiaca (BPM) 120 - 220 139,9 £ 24,16 132,3 £ 21,19 0,39
Pressao arterial média (mmHg) 85-120 108,9 £ 7,52 108,1 £ 15,95 0,81
Consumo diario de ragao (g) 15g/kg 55,2+ 8,33 55,33 £ 8,32 0,95

Durante o momento basal, o hemograma, os valores bioquimicos séricos e os
de urindlise estavam dentro dos limites de referéncia (Tabelas 3 a 5). No dia 15, foram
observadas reduc¢des significativas no hematécrito (p = 0,03), proteina total (p = 0,02)
e no potassio (p = 0,004) (Tabelas 3 e 4). Apesar dessas alteragdes, todas as medidas
permaneceram dentro dos limites de referéncia, exceto a ALT, que aumentou

significativamente quando comparada aos valores basais (p = 0,01) (Tabela 4).

Tabela 3 — Média + desvio padrdo do hemograma em gatos no periodo basal e depois da instilagcdo de
trometamol cetorolaco a 0,4% por 15 dias

Referéncia Basal 15 dias apos p
tratamento

Eritrécitos (x10%/uL) 6,9 10,1 8,83 1,25 8,20 + 1,26 0,11
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Referéncia Basal 15 dias apos p
tratamento
Hemoglobina (g/dL) 8,0-15 12,54 £ 1,69 11,43 £ 1,927 0,07
Hematdcrito (%) 24 — 45 39,07 £ 4,87 33,47 £ 8,28 0,03
55-19,5 13,10 £ 5,27 10,12 £+ 4,33 0,06
Leucdcitos totais
(x103/uL)
Plaquetas (x10%/uL) 300 - 800 392,9 £ 1031 387,4 £ 69,05 0,74

Tabela 4 — Média + desvio padrao do perfil bioquimico sérico em gatos no periodo basal e depois da
instilagdo de trometamol cetorolaco a 0,4% por 15 dias

Referéncia Basal 15 dias apos o]
tratamento

Proteina total (g/dL) 6,6 — 8,4 7,72 £ 0,64 7,22 +0,70 0,02
Albumina (g/dL) 32-43 3,40£0,23 3,32+ 0,21 0,23
Globulina (g/dL) 29-47 3,67 +£0,75 3,50 £ 0,60 0,21
Fragéo albumina/globulina 0,8-1,5 0,93 +£0,19 0,98 £ 0,21 0,34
ALT (UIL) 6,0 - 83 63,13 + 24,62 103,0 £ 74,26 0,01
ALP (UI/L) 25-93 78,67 + 21,29 75,00 + 18,08 0,58
AST (UIL) 7,0-43 17,47 £12,24 23,20 £ 19,05 0,26
GGT (UI/L) 0,0-15 10,26 + 1,93 10,14 £ 2,21 0,84
Bilirrubina total (mg/dL) 0-0,2 0,06 + 0,10 0,11 +0,18 0,46
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,0 0,0 0,0 -
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,0-0,1 0,06 £ 0,10 0,11 +£0,18 0,34
Colesterol (mg/dL) 71-156 100,4 + 11,56 109,4 £ 17,18 0,06
Glicose (mg/dL) 71-182 87,67 + 11,78 87,40 £ 8,74 0,93
Ureia (mg/dL) 42,8 - 64,2 50,87 £ 6,20 54,07 + 7,26 0,33
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Referéncia Basal 15 dias apos p
tratamento
Creatinina (mg/dL) 0,8-1,8 1,20 £ 0,20 1,21 10,16 0,90
Lactato (mmol/L) 20-4/1 4,04 £ 0,79 3,87 £0,92 0,56
Sédio (mEqg/L) 141 - 154 149,3 £ 5,17 148 + 3,67 0,26
Potassio (mEq/L) 3,0-50 4,70 £ 0,60 4,28 + 0,37 0,004

Tabela 5 — Média + desvio padrédo dos parametros do perfil urinario em gatos no periodo basal e depois
da instilagdo de trometamol cetorolaco a 0,4% por 15 dias

Referéncia Basal 15 dias apos p
tratamento
Densidade urinaria 1,020 — 1,057 +12,59 1,050 + 14,87 0,14
1,060
pH urinario 50-7,0 6,10 + 0,89 5,90+ 0,38 0,41
UPC <0,20 0,19+0,12 0,19+ 0,11 0,89

O tempo de sangramento avaliado no inicio do estudo (133,5 + 61,33 segundos)
foi significativamente maior (p = 0,03) do que o registrado no dia 15 (102,1 £ 32,76
segundos).

O sangue puro, assim como o sangue misturado nas fezes, teve resultado
positivo na reacao controle do luminol. No inicio do estudo, todas as 15 amostras
apresentaram resultados negativos para o teste de SOF. No entanto, no 15 apés o
tratamento com TC, 11 das 15 amostras testaram positivo (p < 0,0001) para o SOF ao

teste do luminol (Figura 1).



M1 M2

Figura 1 — Sequéncia ilustrando a detecgao de sangue oculto nas fezes pela reagéo ao luminol em 15
gatos. Da Figura A a O, o frasco a esquerda (1) de cada figura representa amostras fecais coletadas
no inicio do estudo. Os frascos do lado direito (2) de cada figura representam amostras fecais coletadas
15 dias apds a administragédo de trometamol cetorolaco topico em gatos. Amostras fecais positivas (de
A até K) apresentaram fluorescéncia azul apés a adicdo de luminol.

Pela ultrassonografia abdominal, as vias biliares e a vesicula biliar nao
apresentaram conteudo anecogénico imével e a ecotextura e vascularizagado
hepaticas foram consideradas normais. lgualmente, ndo se constataram alteragdes
nas espessuras das paredes do estdbmago e dos intestinos delgado e grosso, ambos
demonstrando conteudo de forma normal, as vezes com pouco gas (4 animais). A
parede da bexiga urinaria ndo estava espessada e aparentava estar repleta por urina.

Ademais, nao se observou presenca de liquido livre na cavidade abdominal.



30

5 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que avaliou a possibilidade de efeitos adversos em
gatos tratados com solugao oftalmica de TC. Embora a absorgao sistémica do TC nao
ter sido avaliada no presente estudo, acredita-se que a mesma tenha ocorrido, pois
dois estudos foram capazes de detectar o diclofenaco no plasma de gatos saudaveis,
desde os primeiros cinco minutos da sua administragao oftalmica (HSU et al., 2015).
Em outro estudo também realizado em gatos, o flurbiprofeno e o diclofenaco foram
detectados desde a quantificagdo sanguinea inicial, que ocorreu quatro dias apés a
primeira instilacdo, até 48 horas apds o término dos tratamentos (LANUZA et al.,
2016). Nesses dois estudos realizados em gatos, o nivel sérico de ambos os AINEs
demonstraram efeito cumulativo no sangue desde a primeira até a ultima avaliagao.

Em estudos anteriores realizados em caes e gatos, a instilagdo tépica de
diclofenaco, flurbiprofeno e TC nao tiveram um impacto clinicamente relevante na
funcdo renal, conforme mensurado pelos parametros da ureia sérica, creatinina,
densidade urinaria e a relagdo UPC (HSU et al., 2015; LANUZA et al., 2016; ARAUJO
etal., 2024). No entanto, em um desses estudos, Hsu et al. (2015) relataram que gatos
tratados com diclofenaco apresentaram taxa de filtracdo glomerular significativamente
menor, presumivelmente associada a hipovolemia iatrogénica.

Araujo et al. (2024) também relataram um aumento nos niveis séricos de
creatinina, decorridos 15 e 30 dias da instilagdo de TC (duas vezes ao dia) em caes.
Todavia, em nosso estudo, a concentragado seérica de creatinina permaneceu dentro
dos valores de referéncia. No presente estudo, a administracdo de TC por trés vezes
ao dia por 15 dias consecutivos ndo ensejou a ocorréncia de vémito, queda de
consumo de ragao, perda de peso, hematoquezia ou melena.

Os resultados aqui apresentados sao similares a outro estudo experimental
anterior, que avaliou a instilagado de diclofenaco topico por 7 dias em gatos saudaveis
(HSU et al., 2015). Entretanto, ao final de 15 dias de tratamento com TC, pelo teste de
SOF, detectou-se micro sangramento gastrointestinal em 73% dos gatos do presente
estudo. A investigacao de SOF é importante em pacientes felinos, pois a doenca
gastrointestinal pode permanecer subclinica por um tempo, fazendo com que a
melena e a hematoquezia passem despercebidos por um cuidador ou pelo médico
veterinario, principalmente pelo comportamento de cobrir as fezes com areia (PARK &
TSUNODA, 2018).
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Um estudo retrospectivo relatou que a incidéncia de sangramento
gastrointestinal em caes que receberam tratamento oftalmico com diclofenaco,
flurbiprofeno ou TC toépicos foi comparavel com caes que receberam AINEs ou
glicocorticoides de forma sistémica (VAN VERTLOO et al., 2023). Ademais, nesse
mesmo estudo, foi revelado que os episédios de sangramento gastrointestinal foram
mais comuns em caes que receberam TC topico, quando comparado aos caes que
receberam diclofenaco ou flurbiprofeno tépico (VAN VERTLOO et al., 2023).
Entretanto, os autores desse estudo clinico ndo mencionaram o tempo decorrido entre
0 inicio do tratamento topico e a ocorréncia de SOF positivo (VAN VERTLOO et al.,
2023). Além disso, os autores também nao relataram qual foi o teste utilizado para
deteccao de SOF.

Kits comerciais a base de guaiaco sao utilizados frequentemente em gatos para
deteccao de SOF, apds os individuos terem se aclimatado a ragbes secas com
proteina hidrolisada e/ou gastroentérica especial (RUDINSKY et al., 2017; SPIES &
SLOVAK, 2020). No teste de guaiaco, a reagédo é baseada na oxidagao do guaiaco
pelo peroxido de hidrogénio, que é catalisado pela atividade semelhante a peroxidase
da hemoglobina (Hb) (RUDINSKY et al., 2017; SPIES & SLOVAK, 2020; SELBY et al.,
2017). Em gatos, o limite inferior de deteccéo para o teste comercial de guaiaco é de
15 mg/kg de hemoglobina nas fezes (RUDINSKY et al., 2017).

No teste de luminol, ocorre oxidacédo do substrato pela atividade semelhante a
peroxidase da Hb, em que os reagentes de luminol emitem quimiluminescéncia
branco-azulada visivel em campo escuro (PARK & TSUNODA, 2018), sendo o limite
inferior de detecc¢ao 20 ng de Hb por 5 ug de fezes/camundongo (PARK & TSUNODA,
2018). Em ambos os métodos, a reagao envolve catalise pela atividade semelhante a
peroxidase da hemoglobina. Reportou-se que humanos e caes alimentados com
dietas contendo carne vermelha, peroxidases vegetais e figado apresentam
comprovadamente resultados falso-positivos no teste de SOF (SELBY et al., 2017,
COOK et al., 1992). Nao obstante, ndo existem estudos anteriores em animais e
humanos que descrevem a necessidade de adaptacado prévia da dieta antes da
realizacao do teste de luminol para detecgao de SOF.

No presente estudo, os gatos foram alimentados com dieta regular para gatos
que incluia polpa de beterraba desidratada, além de farinha de carne e de visceras de
frango em sua formulagdo. Portanto, ainda que,11 dos 15 testes FOB positivos

possam completamente terem sido resultado de nossa dieta seca regular (Golden



32

Gatos®, Premier Pet®, SP, Brasil), esta hipotese, no entanto, pode ser descartada,
pois todas as amostras de fezes testaram negativo apdés um periodo de adaptacao de
trés dias a mesma dieta. No presente estudo, utilizou-se o teste de reagao de luminol
para detectar SOF devido a indisponibilidade de kits comerciais a base de guaiaco em
NOSSO pais.

O teste de luminol é utilizado em pericias para detectar sangue na cena do
crime e ja foi testado para detectar SOF em um modelo de ulcera intestinal induzida
por indometacina em camundongos (PARK & TSUNODA, 2018). O método original
descrito por Park e Tsunoda (2018) provou ser simples, rapido, econémico e eficiente
para deteccdo de SOF em fezes de gatos. Outra vantagem descrita pelos autores é
que o congelamento das fezes nao induz altera¢des no resultado do exame. Todavia,
sao necessarios mais estudos comparando a sensibilidade do teste SOF comercial a
base de guaiaco com o teste de luminol para detectar SOF em fezes de gato, uma vez
que o limite inferior de Hb em fezes de gato nao foi determinado. Além disso, os efeitos
de diferentes dietas, incluindo opg¢des regulares, gastrointestinais e com proteinas
hidrolisadas, devem ser testados para verificar se o conteudo do alimento ndo induz
um falso FOB positivo quando um teste de luminol é usado.

Embora, em nosso estudo, os valores de hematocrito tenham permanecido
dentro dos limites de referéncia apds a ultima avaliagdo, este parametro diminuiu
significativamente (14,33%) em relacdo aos valores basais. Esta informac¢do também
pode sugerir perda sanguinea, conforme demonstrado pelo teste de SOF positivo em
73% dos gatos do presente estudo. No estudo de Carroll et al. (2005), os valores de
hematdcrito dos gatos também foram significativamente menores 24 horas apos uma
dose unica de meloxicam subcutaneo. No entanto, os resultados aqui apresentados
nao podem ser diretamente comparados com os de Carroll et al. (2005), haja vista que
os gatos daquele estudo foram submetidos a cirurgia.

O tempo de sangramento (TS) € um teste ambulatorial para avaliagao in vivo
da hemostasia primaria (CARROLL et al., 2005; BRONDANI et al., 2009; ALATZAS et
al., 2014). Desde que a contagem de plaquetas seja adequada, espera-se que 0 TS
seja prolongado na presenca de defeitos plaquetarios herdados ou adquiridos ou
quando ocorrer comprometimento vascular (CARROLL et al., 2005; BRONDANI et al.,
2009; ALATZAS et al., 2014; SPOWART et al., 1988; CONRAD et al., 1988; GREER,
1990). A hemostasia primaria € mediada pela interagao entre o endotélio vascular e

as plaquetas, onde os efeitos pré-agregacao e vasoconstricdo do tromboxano A2 sao
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equilibrados pelos efeitos anti-agregadores, seguidos por vasodilatagao induzida pela
prostaglandina |. e o 6xido nitrico derivado do endotélio vascular (GIULIANO, 2004,
MCLEAN & KHAN, 2018, FALCINELLI et al., 2019).

Limites de referéncia para o tempo de sangramento da mucosa oral (TSMO)
foram publicados em gatos sedados com combinagéo de cetamina, dexmedetomidina
e morfina, além de demonstraram que os valores do TSMO variaram de 34 a 105
segundos, com diferenca de até 87 segundos entre duas leituras consecutivas para
um mesmo gato (ALATZAS et al., 2014). No presente estudo, os valores do TS
variaram de 60 a 280 segundos, e optou-se por realizar o TS em uma veia localizada
na superficie externa da orelha devido as dificuldades associadas a avaliacdo da
mucosa oral em gatos conscientes.

Brondani et al. (2009) também utilizaram a orelha como local para realizacéo
do TS em gatos conscientes, com resultados variando de 32 a 81 segundos. Os TS
obtidos no basal e apds o tratamento registrados no presente estudo foram muito mais
longos do que aqueles relatados anteriormente em gatos conscientes, que também
usaram a orelha como local para realizar o teste (BRONDANI et al., 2009). No estudo
de Brondani et al. (2009), o vedaprofeno n&o inibiu a agregagéo plaquetaria ou
modificou o TS até 52 horas apds sua administragao oral. Outros estudos realizados
em gatos também mostraram que o TSMO néo se alterou 24 e 48 horas apds a
administracao parenteral de meloxicam ou firocoxibe, respectivamente (CARROLL et
al., 2005; PHUWAPATTANACHART et al., 2017).

Em humanos conscientes ou anestesiados, a administracdo parenteral de TC
prolonga a TS e inibe a agregagdo e a produgdo de tromboxano plaquetario
(SPOWART et al., 1988; CONRAD et al.; 1988, GREER, 1990). Um estudo in vitro
conduzido em humanos tratados com solugdes oftalmicas reportou que a
indometacina, mas nao o diclofenaco, induziu inibicdo da agregacao plaquetaria
(FALCINELLI et al., 2019). No entanto, n&o existem estudos que descrevam os efeitos
do TC quando utilizado como colirio no painel de coagulagdo em nenhuma espécie.
No presente estudo, observou-se que o TS foi significativamente mais curto decorridos
os dias do tratamento com TC. Curiosamente, tais alteragdes ocorreram na dire¢cao
oposta ao que se espera apds a administracao de AINEs relativamente aos disturbios
da coagulagao. Considerando que em nosso estudo, a contagem de plaquetas ndo se
alterou entre os periodos, tal diferenca no TS n&o pode ser atribuida a instilacdo de

TC. Portanto, mais estudos sdo necessarios para certificar os achados aqui
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apresentados. Estudos anteriores realizados em gatos e caes que avaliaram possiveis
efeitos adversos sistémicos oriundos da instilagao de AINEs, ndo avaliaram o TS ou
testes como agregacéao plaquetaria e producao de tromboxano plaquetario (HSU et
al., 2015; LANUZA et al., 2016; VAN VERTLOO et al., 2023, ARAUJO et al., 2024).

A principal via de metabolismo e excregdo de AINEs ocorre pela via da
glicuronidacdo hepatica e, em comparagcdo com outros mamiferos, os gatos
apresentam capacidade reduzida desta via apos a administragdo de medicamentos
(MCLEAN & KHAN, 2018). Reconhece-se que os gatos domésticos possuem menos
isoformas hepaticas da UDP-glucuroninosil transferase (MCLEAN & KHAN, 2018). Em
humanos, quando o TC é administrado por via parenteral, ele é eliminado de forma
intacta, principalmente por excrec¢ao renal (CONRAD et al., 1988; GREER et al., 1990).
Em gatos anestesiados, a depuragdo de uma unica dose intravenosa de TC é baixa
(56,8, DP: 33,1 mL/hora/kg) (VILLA et al., 2015). Um outro estudo demonstrou que a
farmacocinética do TC né&o foi alterada em ratos com cirrose hepatica induzida
(RIVERA-ESPINOSA et al., 2003). As informagdes descritas acima pelo menos
sugerem que, mesmo em situagao de lesao hepatica aguda, a eliminagéo do TC ainda
ocorre (GREER et al., 1990; VILLA et al., 2015). Assim, a elevagéo significativa da ALT
supostamente nao influenciou na eliminagdo do TC absorvido no presente estudo.
Entretanto, sdo necessarias mais investigagdes, haja vista que a via metabdlica do TC
sistémica e topica ainda n&o foi determinada em gatos.

Em geral, as enzimas hepaticas ALT, AST e GGT séo indicadores sensiveis de
doenca ou lesdo hepatica, porém, as mesmas nao oferecem qualquer indicagao
precisa da funcionalidade hepatica (JOHNSTON, 2017). Em gatos, contudo, mesmo
um pequeno aumento na ALT pode estar correlacionado como um indicador em
possiveis lesdes hepaticas, ja que isso ocorre pois a meia-vida sérica desta enzima é
baixa (JOHNSTON, 2017). No presente estudo, observou-se aumento significativo nos
niveis de ALT 15 dias apés o tratamento com TC.

Em gatos, considera-se que a elevagao sérica da ALT poder ser correlacionado
na deteccdo de possiveis oclusdo extra-hepatica do ducto Dbiliar e
colangite/colangiohepatite. Todavia, essa enzima se eleva mais comumente em
doencas necroinflamatérias (JOHNSTON, 2017). Nesse contexto, as
ultrassonografias realizadas durante a selegcéo e ap6s o tratamento com TC descartam
as hipoteses de anormalidade de biliar em nossos gatos. Portanto, apesar da auséncia

de alteragbes no consumo alimentar, ictericia, vomitos e outros exames bioquimicos
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relacionados a fungao hepatica, a elevagao significativa da ALT sugere lesdo hepatica
inflamatdria inicial induzida pela absorgcdo sistémica de TC. Os resultados aqui
apresentados contrastam com os de outros estudos experimentais realizados em
gatos, nos quais a administracdo parenteral e topica de AINEs n&o induziram lesao
hepatocelular aguda (BRONDANI et al., 2009; PHUWAPATTANACHART et al., 2017,
HSU et al., 2015). No cenario clinico, nao ha evidéncias que estabelecam causalidade
entre formas topicas de AINEs e disturbios das enzimas hepaticas, sendo que apenas
trés casos foram relatados na literatura humana (DANIELS et al., 2018; YERLY &
SEREDA, 2008, DELUNGAHAWATTA et al., 2023).

A pan-hipoproteinemia é observada apds um quadro de hemorragia e € uma
caracteristica tipica da perda de proteinas do espacgo vascular devido a vasculite,
pleurite, peritonite ou enteropatias com perda de proteinas (BURTON, 2017). A
diminuicao da producao de albumina também ocorre na insuficiéncia hepatica devido
a anomalias vasculares, como desvios portossistémicos ou de doencga
parenquimatosa hepatica avangada (BURTON, 2017).

Embora os niveis de proteina total (PT) tenham permanecido dentro dos limites
de referéncia ao longo do estudo, valores ligeiramente mais baixos, mas com
significancia estatistica, foram detectados 15 dias apds a instilagdo de TC. Ligeiras
diminui¢cdes nos niveis de albumina e globulina também foram observadas no mesmo
momento, mas a significancia estatistica ndo foi alcancada. Embora tais achados n&o
sejam clinicamente importantes, o declinio sutil dos niveis de PT e de albumina podem
estar correlacionados com a perda sanguinea microscopica, conforme observado pela
SOF em 11/15 gatos.

No presente estudo, os niveis de potassio também permaneceram dentro do
limite de referéncia em ambas as avaliagdes. Porém, detectou-se uma discreta
reducao, ainda que significativa, 15 dias apds a instilagdo do TC. Diminuicao da
ingestdo alimentar, translocacdo excessiva ou anormal entre os fluidos extra e
intracelulares e/ou a perda excessiva pelos rins ou do sistema gastrointestinal sao as
causas da reducdo dos niveis desse eletrdlito (MAGGIORE, 2017). Embora essa
reducao nos niveis de potassio nao seja clinicamente importante, tal redugao também
pode estar relacionada a perda gastrointestinal microscépica, conforme observado
pela SOF.

Os autores assumem que o presente estudo apresenta limitagdes que incluem

nao avaliar os mesmos parametros em um grupo controle e nao testar a influéncia de
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diferentes dietas no teste SOF pelo luminol. Portanto, nossos resultados devem ser
interpretados com cautela até que novos estudos, contendo um grupo controle, sejam
realizados. Apesar de suas limitagdes, este estudo certamente enfatiza que os

veterinarios devem ter cautela ao prescrever TC por longos periodos para gatos.



37

6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a instilacéo de TC trés vezes ao dia, por 15
dias consecutivos, induziu lesdo hepatocelular e sangramento gastrointestinal, com
possiveis repercussdes nos niveis de hematdcrito, proteina total e potassio em gatos
saudaveis. No entanto, tais resultados devem ser interpretados com cautela, devido a

auséncia de grupo controle no presente estudo.
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APENDICE A - Arquivo submetido ao periédico Current Eye Research

Systemic Effects of Ocular Instillation Of 0.4% Trometamol Ketorolac for 15 Days in
Healthy Cats

Purpose: To assess the impact of thrice-daily instillation of trometamol ketorolac (TK)
over a 15-day period on the blood count, serum biochemistry profile, urinalysis
parameters, bleeding time (BT), and fecal occult blood test (FOB) in healthy cats.
Methods: Blood was collected form 15 healthy cats to assess hematological and serum
biochemical parameters at baseline and 15 days after the instillation of KT three times
a day. Urinalysis parameters, the presence of FOB, and BT were also assessed at the
same time points.

Results: Baseline blood count, serum biochemical, and urinary values were within
reference limits. On day 15, significant reductions were observed in the hematocrit (p
= .03), total protein (p = .02), and potassium (p = .004) compared to baseline values.
Despite these changes, all measurements remained within the reference limits, except
for ALT, which significantly increased when compared to baseline values (p = 0.01).
The BT assessed at baseline (133.5 £ 61.33 sec.) was significantly longer than that
recorded on day 15 (102.1 £ 32.76 sec.) (p = .03). At baseline, all 15 samples from
cats tested negative for FOB (Figure 1A). However, by day 15, 11 out of 15 samples
tested positive for FOB (p < .0001).

Conclusion: The current study showed that in healthy cats, the thrice-daily instillation
of KT for 15 consecutive days induced hepatocellular injury and gastrointestinal
bleeding, with potential repercussions on hematocrit, total protein, and potassium
levels. However, our results must be interpreted with caution, as a control group is
lacking in the present study.

KEYWORDS: Fecal occult blood test, bleeding test, biochemistry profile, topical
NSAIDs, cats

Introduction

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) inhibit the cyclo-oxygenase enzyme,
reducing pro-inflammatory mediator production. 1,2 When compared to topical
corticosteroids, NSAIDs are preferred for treating uveitis caused by infectious ocular
diseases, in diabetic patients, and in cases of corneal ulcerative keratouveitis or
stromal abscesses.1 Additionally, topical NSAIDs are also used in the postoperative

period of intraocular surgeries to control inflammation.3,4 Ketorolac tromethamine
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(KT), is a commonly prescribed non-selective NSAID in veterinary ophthalmology as
an eye drop,1,5 despite its frequent use, published studies on its effects on intraocular
inflammation in cats are lacking.

In cats, the most frequently reported side effects associated with the use of systemic
NSAIDs include gastrointestinal disturbances, hepatotoxicity, and nephrotoxicity.2,6
However, blood dyscrasias, hematuria, hair loss, respiratory problems, cardiac arrest,
and incoordination were reported less commonly.2,6 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.7,8 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.9,10 Systemic
absorption following the instillation of ophthalmic NSAIDs has been confirmed in
chickens, rabbits, dogs, and cats.7,8,11-15 In chickens,11 topical administration of
diclofenac to one or both eyes decreased total protein levels, but it did not alter plasma
uric acid levels. Similarly, it has been 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.12 Two studies on healthy cats,13,14 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.

Similar to cats,6 gastrointestinal abnormalities are among the most common side
effects reported in dogs receiving oral NSAIDs.5,16,17 In an experimental study
conducted on dogs, the presence of fecal occult blood was observed as early as 7
days after the oral administration of etodolac, meloxicam, ketoprofen, or flunixin
meglumine.16 Similarly, a retrospective study reported that the incidence of
gastrointestinal bleeding in dogs receiving topical NSAIDs was comparable to that in
dogs receiving systemic NSAIDs or systemic glucocorticoids alone.5 However, one
study conducted on healthy dogs showed that the twice-daily instillation of KT for 30
consecutive days did not result in clinically relevant gastrointestinal signs, such as
vomiting and melena, abnormalities in the total blood count, urinalysis, or serum
biochemistry profile.15

Unlike dogs, which can show increased bleeding times as early as 7 days after oral

NSAID administration,16 cats administered acetylsalicylic acid,18 meloxicam,19
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vedaprofen,20 and firocoxib21 did not exhibit any change in bleeding time. However,
in all studies involving cats, the bleeding time was assessed after NSAIDs were
administered for period of only 24, 48, or 52 h after surgeries.18-21 No previous reports
or studies have evaluated the possible adverse systemic events following the
administration of topical KT in cats. Cats frequently receive long-term NSAIDs
treatment in the form of eye drops post cataract surgery.3,4 Therefore, it is important
to evaluate the possible changes in systemic parameters in individuals receiving topical
KT. Thus, this study aimed to investigate the impact of thrice-daily instillation of TK for
15 consecutive days on the blood count, serum biochemistry profile, urinalysis
parameters, bleeding time, and fecal occult blood test in healthy cats.

Materials and Methods

Animals

This study was approved by the institutional Committee for Ethics in the Use of Animals
of [MASKED FOR REVIEW] (protocol # 23108.032300/2022-79). Fifteen intact
domestic short hair cats aged ____ years and weighing __ — kg were included in this
study. 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.

Clinical, ultrasonographic, and blood exams

General physical and ophthalmic examinations were performed on each cat 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, alanine aminotransferase,
aspartate aminotransferase, alkaline phosphatase, gamma-glutamyl transferase, total
bilirubin, urea, creatinine, cholesterol, lactate, glucose, sodium, and potassium).

An automated hematological (pocH-100iv Diff, Sysmex, Brazil) and biochemical
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 (Accutrend Plus®, Roche, Brazil) and glucose
(Accu-Check®, Roche, Brazil) levels were determined with portable devices. Sodium
and potassium levels were measured using an electrolyte analyzer.

(EasyLite, Grupo Kovalent, Brazil).

A full abdominal ultrasonography was performed, and in all cats, fresh urine samples

were collected by ultrasound-guided cystocentesis for urinalysis and determination of
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the urine protein-to-creatinine (UPC) concentration ratio. All abdominal ultrasonograms
were performed by the same person, who was blinded to the time points. 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 cat approximately one week before the start of the study to ensure that all
individuals were healthy and again to collect baseline values.

Bleeding time

Due to difficulty in assessing the oral mucosa in conscious cats, the bleeding time
(BT) was measured by puncturing a vein on the external surface of the ear using a 22G
needle (Descarpac®, SP, Brazil).20 Tissue absorbent paper (Whatman® quantitative
filter paper, Darmstadt, Germany) was used to blot the blood without applying pressure
at the puncture site. The time from puncture to the cessation of bleeding was measured
using a chronometer. Measurements were taken 24 hours before and 15 days after the
treatment, and the interpretation of the BT was conducted in a blinded fashion.

Fecal occult blood in feces

The stool samples used for the detection of occult blood were obtained via free catch
from the litter boxes. All cats were administered a deworming treatment of 0.5 mL/kg
using a suspension containing fenbendazole, pyrantel, and praziquantel (Vetmax Plus
Suspensao®, Vetnil, SP, Brazil) one week prior to the study and a coproparasitological
exam was perform to certify the absence of intestinal parasites. The presence of fecal
occult blood in feces (FOB) was determined using a luminol test reaction as previously
described.22 Pure cat blood and feces mixed with blood were used as positive controls.
The interference of iron present in the food or cat litter was also tested. Before
collecting feces to determine the baseline FOB, cats were acclimated to a regular dry
adult cat diet (Golden Gatos®, Premier Pet®, SP, Brazil) for three days. The
interpretation of the luminol-FOB test was conducted in a blinded fashion.

Treatment

Once selected, the cats were administered 40 pyL of 0.4% TK ophthalmic solution
(Acular® LS, Allergan, SP, Brazil) in both eyes every 08 h for 15 consecutive days. The
gastrointestinal tolerance (food intake, vomiting, diarrhea, hematochezia, and melena)

to NSAIDs were assessed daily. Physical examination, body weight, BT, FOB,
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ultrasonogram from the liver and biliary tract, as well as blood and urinary parameters,
were also assessed one day before initiating treatment with TK and again after 15 days.
Statistical analysis

The sample size was determined with a 5% alpha error rate and 80% power based on
standard deviations and equivalence limit values for hematological and biochemical
parameters detected in previously published studies that used four to six cats/group as
an animal model for topical NSAID tolerance.13,14 Greater than or equal to 7 cats was
calculated as the appropriate sample size (www.sealedenvelope.com). The Shapiro—
Wilk test was used to assess data normality. The clinical parameters, BT, and all blood-
measured variables were compared using a paired t-test to evaluate potential
differences in values observed on day 15 in comparison to the baseline values. The
assessment of FOB positivity in feces was determined using Fisher's Exact test.
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

Clinical parameters

The baseline body weight, respiratory and heart rates, and mean blood pressure did
not change after 15 days of treatment with topical KT were within reference limits (Table
1).

Table 1 - Mean + SD of clinical parameters in cats at baseline and after the instillation
of topical administration of 0.4% ketorolac tromethamine for 15 days.

Reference Baseline Day 15 post P value
treatment
Body weight (kg) 2-5 3.41+£0.63 3.48 £ 0.61 0.33
Respiratory rate (BPM) 16 - 40 40.60 £ 10.91 35.87 £9.92 0.05
Heart rate (BPM) 120 - 220 139.9 £ 24.16 132.3£21.19 0.39
Mean blood pressure 85-120 108.9 £ 7.52 108.1 £ 15.95 0.81

(mmHg)

Blood count, serum biochemical analysis, and urinary parameters

The baseline blood count, serum biochemical, and urinary values were within reference
limits (Table 2 - 4). On day 15, significant reductions were observed in the hematocrit
(P =.03), total protein (p = .02), and potassium (p = .004) compared to baseline values
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(Tables 3 and 4). Despite these changes, all measurements remained within the
reference limits, except for ALT, which significantly increased when compared to

baseline values (p =0.01) (Table 3).

Table 2 - Mean = SD of blood count in cats at baseline and after the instillation of topical
administration of 0.4% ketorolac tromethamine for 15 days.

Reference Baseline Day 15 post P value
treatment
Erythrocytes (108/uL) 6.9-10.1 8.83+1.25 8.20 £ 1.26 A1
Hemoglobin (g/dL) 8.0-15 12.54 £ 1.69 11.43 £ 1.927 .07
Hematocrit (%) 24 - 45 39.07 £ 4.87 33.47 £ 8.28 .03
Leucocytes (10%/uL) 55-19.5 13.10 £ 5.27 10.12 £ 4.33 .06
Platelets (10%/pL) 300 - 800 392.9+103.1 387.4+£69.05 74

Table 3 - Mean + SD of selected biochemical parameters in cats at baseline and after
the instillation of topical administration of 0.4% ketorolac tromethamine for 15 days.

Reference Baseline Day 15 post P value
treatment
Total protein (g/dL) 6.6-84 7.72 £ 0.64 7.22+0.70 0.02
Albumin (g/dL) 3.2-43 3.40+0.23 3.32+0.21 0.23
Globulin (g/dL) 29-47 3.67£0.75 3.50 £ 0.60 0.21
Albumin/Globulin ratio 0.8-15 0.93+0.19 0.98 £ 0.21 0.34
ALT (UI/L) 6.0 - 83 63.13+24.62 103.0+74.26 0.01
ALP (UI/L) 25-93 78.67 £21.29 75.00 + 18.08 0.58
AST (UI/L) 7.0-43 17.47 £12.24 23.20 £ 19.05 0.26
GGT (UIL) 0.0-15 10.26 £ 1.93 10.14 £ 2.21 0.84
Total bilirrubin (mg/dL) 0-0.2 0.06 £ 010 0.11+£0.18 0.46



Direct bilirrubin (mg/dL)
Indirect bilirrubin (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)

Glucose (mg/dL)

Urea (mg/dL)

Creatinine (mg/dL)
Lactate (mmol/L)
Sodium (mEq/L)

Potassium (mEq/L)

0.0

0.0-01

71-156

71-182

42.8 - 64.2

0.8-2.2

2.0-41

141 — 154

3.0-5.0

0.0

0.06 + 010

100.4 + 11.56

87.67 £ 11.78

50.87 £ 6.20

1.20 £ 0.20

4.04 +0.79

149.3 + 5.17

4.70 +0.60

0.0

0.11+0.18

109.4 £ 17.18

87.40 £ 8.74

54.07 £7.26

1.21+0.16

3.87 £0.92

148 + 3.67

4.28 +0.37

54

0.34

0.06

0.93

0.33

0.90

0.56

0.26

0.004

Table 4 - Mean + SD of selected urinary parameters in cats at baseline and after the
instillation of topical administration of 0.4% ketorolac tromethamine for 15 days.

Reference Baseline Day 15 post P value
treatment
Urinary density 1020 - 1057 £12.59 1050 + 14.87 0.14
1060
Urinary pH 50-7.0 6.10+ 0.89 5.90 +0.38 0.41
UPC (mg/dL) <0.20 - 0.19+0.12 0.19+£0.11 0.89
0.4

Bleeding time and occult blood test (FOB)

The bleeding time assessed at baseline (133.5 + 61.33 sec.) was significantly longer
than that recorded on day 15 (102.1 £ 32.76 sec.) (p = .03).

Pure cat blood and feces mixed with blood tested positive in the luminol reaction and
served as positive controls. All food and cat litter samples tested negative for luminol
reaction. At baseline, all 15 samples from cats tested negative for FOB (Figure 1).

However, by day 15, 11 out of 15 samples tested positive for FOB (p < .0001) (Figure

1),



Figure 1. Sequence of pictures illustrating protocols for detecting fecal occult blood
through the luminol reaction in 15 cats. From Figure A to O, the vial on the left (1) of
each figure represents fecal samples collected at baseline. The vials on the right side
(2) of each figure represent fecal samples collected 15 days after the administration of
topical ketorolac tromethamine in cats. Positive fecal samples fluoresced blue upon the
addition of luminol.

Discussion

To our knowledge, this is the first study to evaluate the possible adverse events in cats
treated with the TK ophthalmic solution. Although systemic absorption of TK was not
examined in the present study, it might have occurred because diclofenac was detected
in the plasma of healthy cats, since the first five minutes of administration.13 In another
study also conducted in cats, flurbiprofen and diclofenac were detected from the initial
blood quantification, which took place four days after the first instillation, until 48 hours
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after the cessation of drug administration.14 In those studies that measured plasma
concentrations of topical diclofenac and flurbiprofen in cats, both NSAIDs showed drug
accumulation during the last evaluation.13,14

As in previous studies conducted in cats and dogs, topical instillation of diclofenac,
flurbiprofen, and KT did not have a clinically relevant impact on renal function as
measured by serum urea, creatinine, USG, and UPC ratio.13-15 However, in one of
these studies, Hsu et al.13 reported that diclofenac-treated cats had a significantly
lower glomerular filtration rate (GFR), presumably associated with iatrogenic
hypovolemia. Araujo et al. (2024)15 also reported an increase in serum creatinine
levels after 15 and 30 days of twice-daily instillation of KT in dogs, although the levels
remained within the reference limits.

In the current study, the administration of KT three times a day for 15 days did not lead
to clinical signs such as emesis, weight loss, or melena. Our results are aligned with
the one reported in a previous experimental study that evaluated the instillation of
topical diclofenac for 7 days in healthy cats.13 However, at the end of 15 days of
treatment with KT, microscopic gastrointestinal bleeding was detected in 73% of the
cats of our study. The investigation of FOB is important in feline patients, as
gastrointestinal disease may be quiescent for a period of time and blood may go
unnoticed by a caregiver or veterinarian, especially as feline stool is often covered in
cat litter.22 A retrospective study reported that the incidence of gastrointestinal
bleeding in dogs receiving topical diclofenac, flurbiprofen, or KT was comparable to
that in dogs receiving systemic NSAIDs or systemic glucocorticoids alone.5 In addition,
the same study revealed that the episodes of several gastrointestinal bleeding were
most commonly reported in dogs receiving topical KT, when compared to dogs
receiving topical diclofenac or flurbiprofen.5 However, the authors of the clinical study
conducted in dogs5 did not mention the time elapsed between the initiation of topical
NSAID treatment and the occurrence of a positive FOB. Additionally, the authors of the
same study5 did not report the specific test used for detecting FOB.

The guaiac-based FOB proved to be a reliable screening method in cats after the
individuals have acclimated to a dry hydrolyzed and gastrointestinal cat diets.23,24 In
the guaiac test, the reaction is based on the oxidation of guaiac by hydrogen peroxide,
which is catalyzed by the peroxidase-like activity of hemoglobin (Hb).23,24,25 In cats,
the lower limit of detection for commercial guaiac-test is 15 mg/kg of hemoglobin in
feces.23 The luminol test is based on the oxidation of the substrate by the peroxidase-
like activity of Hb, where the Iluminol reagents emit visible blue—white
chemiluminescence in dark field, with the lower limit of detection in rats being 20 ng of
Hb per 5 ug of feces.22 In both methods, the reaction involves catalysis by the
peroxidase-like activity of Hb. It has been reported that humans25 and dogs26 fed with
diets containing red meat, plant peroxidases, and liver, demonstrably show false-
positive FOB results. However, there are no previous studies in animals and humans
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describing the need for prior diet adaptation before performing the luminol test to detect
FOB.

In the present study, the cats were fed a regular cat diet that included dehydrated beet
pulp, as well as dehydrated meat and chicken viscera flour in its formulation. Therefore,
one can assume that 11 out of 15 positive FOB tests may have resulted from our
regular dry diet (Golden Gatos®, Premier Pet®, SP, Brazil). However, this hypothesis
can be ruled out, as all stool samples tested negative after an adaptation period of
three days to our regular diet. In the current study, we utilized a luminol reaction test to
detect FOB due to the unavailability of commercial guaiac-based FOB kits in our
country. The luminol test has been used in criminal forensics to detect blood at a crime
scene and to detect FOB in an indomethacin-induced intestinal ulcer model in mice.22
The original method described by Park and Tsunoda (2018)22 has proved to be simple,
quick, economical, and efficient for detecting FOB in cat feces. However, further
controlled studies comparing the sensitivity of the commercial guaiac-based FOB test
with the luminol test to detect FOB in cat feces are warranted, as the lower limit of Hb
in cat feces has not been determined. Additionally, the effects of different diets,
including regular, gastrointestinal, and hydrolyzed options, must be tested to ascertain
that the food content does not induce a false FOB positive when a luminol test is used.

Although in our study the hematocrit values have remained within the reference limits
after the last evaluation, this parameter decreased significantly (14.33%) compared to
baseline values. This information might also suggest blood loss, as demonstrated by
the positive FOB test in 73% of the cats in the present study. In the study by Carroll
(2005),19 the hematocrit values of cats were also significantly lower 24 hours after a
single dose of subcutaneous meloxicam. However, our results cannot be directly
compared with those of Carroll (2005)19 since the cats in their study underwent

surgery.

Bleeding time (BT) is a point-of-care test for the in vivo evaluation of primary
hemostasis in the cat.19,20,27 Provided that platelet count is adequate, BT is expected
to be prolonged in inherited or acquired platelet defects and vascular
impairment.19,20,27-30 Primary hemostasis is mediated by interaction between the
vascular endothelium and the platelets, where the pro-aggregation and
vasoconstriction effects of thromboxane A2 are balanced by the anti-aggregation and
vasodilation effects of prostaglandin 12 and nitric oxide derived from the vascular
endothelium.1,2,9

Reference limits of buccal mucosa bleeding time (BMBT) have been published in cats
sedated with a combination of ketamine, dexmedetomidine, and morphine.27 In that
study,25 the values of BMBT ranged from 34 to 105 seconds, with a difference of up to
87 seconds between any two consecutive readings for an individual cat. In the present
study, values of BT ranged to 60 to 280 seconds, and we chose to perform the BT in a
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vein located on the external surface of the ear due to difficulties associated with
assessing the oral mucosa in conscious cats. Brondani et al. (2009)20 also used the
ear as the site to perform the BT in awake cats, with results ranging from 32 to 81
seconds. Baseline and post-treatment BTs recorded in the present study were much
longer than those reported previously in awake cats who also used the ear as the site
to perform the test.20 In the study by Brondani et al (2009),20 vedaprofen did not inhibit
platelet aggregation or modify the BT until 52 hours after its parenteral administration.
Other studies conducted in cats also showed that the BMBT did not change at 24 and
48 hours after the parenteral administration of meloxicam20 or firocoxib,21
respectively.

In awake and anesthetized humans, the parenteral administration of KT prolongs BT
and inhibits platelet aggregation and platelet thromboxane production.28-30 One study
reported a significant systemic antiplatelet effect in humans when indomethacin, but
not diclofenac, was administered as ophthalmic eye drops.9 However, there are no
studies describing the effects of KT when used as eye drops on the coagulation panel.
In our study, significantly shorter BTs were observed 15 days after treatment with KT.
Interestingly, the changes in this measured parameter occurred in the opposite
direction of what is expected when evaluating evidence of coagulation disorders.
Considering that the platelet count did not change between periods in the cats of our
study, such a difference may not be attributed to the instillation of KT. Therefore, further
studies are warranted to certify our findings, as previous studies conducted in
cats13,14 and dogs5,15 that evaluated the possible systemic adverse effects of the
instillation of NSAIDs did not assess the BT or other tests such as platelet aggregation
and platelet thromboxane production.

The major route of metabolism and excretion of NSAIDs is through hepatic
glucuronidation and, compared to other mammals, cats have a very low capacity for
hepatic glucuronidation of exogenously administered drugs.2 Domestic cats have
fewer hepatic UDP-glucuroninosyl transferase isoforms, which represent major phase
II drug-metabolising enzymes, maybe because of their carnivorous diet and lack of
exposure to plants containing phytoalexins.2 In humans, KT administered parenterally
is primarily eliminated through renal excretion of the unchanged drug.29,30 In
anesthetized cats, the clearance of a single intravenous dose of KT is low (56.8, SD:
33.1 mL/hour/kg).31 Moreover, a study demonstrated that the pharmacokinetics of KT
were not altered in rats with induced hepatic cirrhosis.32 The aforementioned
informations30,31 at least suggests that even in an acute liver injury situation, the
elimination of KT still occurs. Thus, the significantly elevated ALT levels supposedly did
not influence the clearance of serum KT in the current study.

Nevertheless, further investigation is warranted, as the metabolic pathway of systemic
and topical KT in cats have not been reported.



59

In general, the liver enzymes ALT, AST, and GGT are sensitive indicators of liver
disease or injury but are not specific and do not offer any precise indication of liver
functionality.33 In cats, however, even a small increase in ALT is considered an
indicator of liver injury, due to the limited serum half-life of this enzyme.33 In the present
study, a significant increase in ALT levels, exceeding the reference limits for cats was
observed in the last time point. In cats, ALT elevation is a sensitive method to detect
extrahepatic bile duct occlusion and cholangitis/cholangiohepatitis, but the most
significant ALT increases are observed in necroinflammatory diseases.33 Within this
context, the ultrasonograms performed during selection and post-treatment discard the
former hypotheses in our cats. Therefore, despite the absence of changes in food
consumption, jaundice, vomiting, and other biochemical exams related to liver function,
our findings suggest, at least, an initial acute necroinflammatory hepatic injury induced
by the systemic absorption of KT. Our results contrast with previous studies conducted
in cats, where the administration of parenteral20,21 and topical13 NSAIDs under
experimental controlled conditions did not induce acute hepatocellular injury. In the
clinical setting, there is a lack of evidence establishing causality between topical forms
of NSAIDs and liver enzyme derangements, with only three reported cases in the
human literature.34-36

Panhypoproteinemia is seen in hemorrhage and is a typical feature of protein-losing
from the vascular space due to vasculitis, pleuritis, peritonitis, or protein-losing
enteropathies.37 Decreased albumin production also occurs in hepatic insufficiency
due to vascular anomalies such as portosystemic shunts or from advanced hepatic
parenchymal disease.37 Although the total protein (TP) levels have remained within
the reference limits throughout the study, slightly significantly lower values were
detected 15 days after KT instillation. Slight decreases in albumin and globulin levels
were also observed at the same time point, but statistical significance was not reached.
Although not clinically important, this subtle decline in TP and albumin levels may have
resulted from microscopic blood loss, as observed by FOB.

In our study, the potassium levels have also remained within the reference range in
both evaluations, but a slightly significant decrease was detected 15 days after the
instillation of KT. Decreased food intake, excessive or abnormal translocation between
the extra and intracellular fluid spaces, and/or excessive loss through the kidneys or
gastrointestinal systems are the causes of reduction in levels of this electrocyte.38
Although not clinically important, the lower levels of potassium found in the present
study may be related to gastrointestinal loss, as observed by FOB.

The authors acknowledge that the limitations of the current study involve not assessing
the same parameters in a control group and not exploring the potential influence of
different diets on the luminol FOB test. Therefore, our results must be interpreted with
caution until further studies, containing a control group, are carried out. Despite its
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limitations, this study certainly emphasizes that veterinarians should exercise caution
when prescribing KT for extended periods to cats.

Conclusions

The current study showed that in healthy cats, the thrice-daily instillation of KT for 15
consecutive days induced hepatocellular injury and gastrointestinal bleeding, with
potential repercussions on hematocrit, total protein, and potassium levels. However,
our results must be interpreted with caution, as a control group is lacking in the present

study.
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Dear Alexandre

We are pleased to inform you that your submission (#120) "Systemic effects of ocular
instillation of 0.4% trometamaol ketorolac for 15 days in healthy cats” has been accepted
as poster presentation at the 2024 ECVO Annual Conference.

You will receive your exact program locafion, as well as information on how fo upload your
presentation materials, in a separate email in early May.

Preparation of your Poster presentation

The 2024 ECVO will take place as a hybrid conference, and all poster presentations, will need
to be uploaded and stored in advance, as an electronic poster, in the conference system. You
will be required to be present in person during your assigned poster session slot.
Please ensure that you are available during this time period. You will have the opportunity to
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APENDICE B - Resumo submetido ao ECV02024

Systemic effects of ocular instillation of 0.4% trometamol ketorolac for 15 days in
healthy cats

Matheus A. Mendes '; Alexandre P. Ribeiro '; Bruna C. Silveira '; Beatriz R. Silva ';
Priscila J. S. G. Mizuuti '; Anderson O. Souza 2; Suélem A. F. Lemes 2; Edgar W.
Allebrandt Neto ?; Ingrid R. Santos 2.

1 Federal University of Mato Grosso, Ophthalmology section/College of
Veterinary Medicine, Cuiaba, Brazil.

2 Federal University of Mato Grosso, Department of Chemistry/ College of
Chemistry, Cuiab4, Brazil.

Purpose: To assess the impact of thricedaily instillation of ketorolac tromethamine (KT)
over a 15-day period on the blood count, serum biochemistry profile, urinalysis
parameters, bleeding time (BT), and fecal occult blood test (FOB) in healthy cats.

Methods: Blood was collected from 15 healthy cats to assess hematological and
serum biochemical parameters at baseline and 15 days after the instillation of 0.4% KT
three times a day. Urinalysis parameters, the presence of FOB, and BT were also
assessed at the same time points.

Results: On day 15, significant reductions were observed in the hematocrit (p = .03),
total protein (p = .02), and potassium (p = .004) when compared to baseline values.
Despite these changes, all measurements remained within the reference limits, except
for alanine aminotransferase (UI/L), which significantly increased (103.0 + 74.26) when
compared to baseline values (63.13 £ 24.62) (p = 0.01). The BT (seconds) assessed
at baseline (133.5 £ 61.33) was significantly longer than that recorded on day 15 (102.1
1t 32.76) (p = .03). At baseline, all 15 samples from cats tested negative for FOB.
However, by day 15, 11 out of 15 samples tested positive for FOB (p < .0001).

Conclusion: The current study showed that in healthy cats, the thrice-daily instillation
of KT for 15 consecutive days induced hepatocellular injury and gastrointestinal
bleeding, with possible repercussions on hematocrit, total protein, and potassium
levels. However, our results must be interpreted with caution, as a control group is
lacking in the present study.



