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RESUMO

A inervacao da cornea € suprida por neurdnios sensoriais originarios do ganglio
do nervo trigémio, sendo estas terminacfes nervosas sensiveis a uma
variedade de estimulos externos e denominados nociceptores polimodais. Uma
vez que os anti-inflamatdérios ndo esteroidais (AINE’s) inibem a producdo de
prostaglandinas e promovem analgesia ocular por dessensibilizacdo
nociceptiva, o estudo contido no Capitulo 1 avaliou as influéncias do uso tépico
de trés AINE’s e de um agente conservante, sobre a sensibilidade da cornea
de cades por meio do uso do estesiometro de Cochet-Bonnet; a presente
investigacao foi eficaz em detectar as variacdes de sensibilidade da cornea em
virtude da aplicacéo tépica das drogas. Porém, vale lembrar, que a variavel
mensurada pelo aparelho (reflexo de piscar) possui alta subjetividade
observacional e foi questionada a confiabilidade do seu uso para coleta de
dados cientificos, particularmente nos estudos multicéntricos. Desta forma, o
estudo contido no Capitulo 2 investigou a confiabilidade do uso do estesidmetro
de Cochet-Bonnet como método de avaliacdo da sensibilidade da coérnea,
sendo selecionados trés avaliadores para realizarem estesiometria em caes e
coelhos e os indices de concordancia entre os observadores foram
comparados; esse experimento sugeriu que o estesibmetro possui alta precisédo
para avaliacdo da sensibilidade da cornea, porém promove baixa confiabilidade
na obtencdo de dados quando realizada individualmente por um Unico
observador, necessitando de um auxiliar para realizar a estesiometria e assim

diminuir a subjetividade do exame.

Palavras chave: anti-inflamatérios ndo esteroidais, cornea, Cochet-Bonnet,

interobservador, intraobservador, sensibilidade corneana.



ABSTRACT

Corneal innervation is supplied by the sensory neurons originating from the
trigeminal ganglion with terminal fibers sensitive to a variety of external stimuli
named polimodal nociceptors. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
act by inhibiting the production of prostaglandins and result in analgesia by
nociceptive desensitization. The first chapter study evaluated the effect of
topical NSAIDs and a preservative on corneal sensitivity in dogs by means of
esthesiometry using the Cochet-Bonnet esthesiometer; the study allowed
verification of fluctuations in corneal sensitivity due to the topical application of
those drugs. In spite of these results, the blinking reflex was considered a highly
subjective variable and its efficacy was questionable, particularly in multicentric
studies. So, the investigation on the second chapter evaluated the agreement of
the Cochet-Bonnet esthesiometer as a tool for corneal sensitivity evaluation in
dogs and rabbits using three different observers. The results indicated that the
esthesiometer tested is a high-precision instrument for corneal sensitivity
determination, although it presented a low reliability for data acquisition when
used by one observer only. Therefore, we suggest using the help of a veterinary

technician or nurse to perform the test and decrease its subjectivity.

Keywords: nonsteroidal  anti-inflammatory, = cornea,  Cochet-Bonnet,

interobserver, intraobserver, corneal sensitivity.
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1. INTRODUCAO

As pesquisas desenvolvidas nesse trabalho visaram contribuir com o ramo
da Neuro-Oftalmologia por meio da da investigacdo da sensibilidade da cérnea
de animais, sendo a dissertacdo dividida em dois capitulos para cumprir essa
proposta.

O primeiro capitulo, intitulado “Avaliacdo das alteracbes da sensibilidade
da cornea frente ao uso tépico de antinflamatorios nédo esteroidais em cées”,
objetivou avaliar as alteracdes da sensibilidade causadas pelo uso de solucdes
oftdlmicas; para isso, trés diferentes tipos de anti-inflamatorios ndo esteroidais,
e um agente conservante, foram instilados sobre a superficie corneana de caes
e dados subsequentes sobre as alteracdes da sensibilidade da cornea foram
coletados por meio do uso do estesiometro de Cochet-Bonnet. Apesar do
aparelho ser preciso para mensurar a sensibilidade corneana, o reflexo de
piscar trata-se de uma variavel que possui alta subjetividade observacional
para coleta de dados cientificos; além disso, publicacGes recentes na area da
oftalmologia veterinaria tém frequentemente utilizado este aparelho, sendo
portanto questionado sobre a confiabilidade dos resultados obtidos nestas
pesquisas.

Desta forma, o objetivo do segundo capitulo, intitulado “Avaliacéo inter e
intraobservador da estesiometria corneana de cées e coelhos”, visou investigar
a confiabilidade do uso do estesibmetro de Cochet-Bonnet como método de
avaliacdo da sensibilidade da cornea. Para isso, foram selecionados trés
avaliadores, com diferentes graus de experiéncia na area da oftalmologia
veterinaria, para realizarem estesiometria na cérnea de cées e coelhos. Assim,
o estudo comparou os indices de concordancia entre os observadores, a partir
dos dados coletados com o uso do estesidbmetro de Cochet-Bonnet.

O presente estudo foi desenvolvido na Universidade Federal do Parang,
Setor de Ciéncias Agrarias, e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da referida instituicdo (Anexo 1).

Uma vez que o objetivo final das pesquisas desenvolvidas visa futura
divulgacao cientifica, o artigo contido em cada capitulo esta formatado segundo

normas da revista Veterinary Ophthalmology (Anexo 2).
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL
Contribuir com o0s avancos cientificos no estudo investigativo da

sensibilidade da cornea de animais.

2.2. ESPECIFICOS

1) Avaliar as possiveis alteracdes da sensibilidade da cérnea higida de
cdes apobs a aplicacédo topica de trés diferentes tipos de AINE's e de um agente
conservante;

2) Comparar a concordancia entre dados coletados inter e
intraobservadores, a partir do uso do estesibmetro de Cochet-Bonnet como
ferramenta de mensuracao da sensibilidade da cornea;

3) Avaliar a possibilidade de interferéncia na coleta dos dados causada
pelo grau de experiéncia de cada observador, pela espécie animal estudada
(caes e coelhos) e pela presenca de um auxiliar para realizacdo do exame;

4) Avaliar a confiabilidade do uso do estesiometro de Cochet-Bonnet como
instrumento de mensurac¢éo da sensibilidade da cérnea de cées e coelhos.
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3. CAPITULO 1

AVALIACAO DAS ALTERACOES DA SENSIBILIDADE DA CORNEA
FRENTE AO USO TOPICO DE ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS
EM CAES

CHANGES IN CORNEAL SENSITIVITY AFTER THE TOPICAL USE OF
NSAIDs IN DOGS

3.1 RESUMO

Objetivo: avaliar as influéncias sobre a sensibilidade da cornea de céaes
apos a aplicacdo topica de trés diferentes tipos de anti-inflamatoérios néo
esteroidais (flurbiprofeno sédico 0,03%, diclofenaco sodico 0,1% e cetrolac de
trometamina 0,5%) e um agente conservante (cloreto de benzalcénio 0,01%),
por meio do estesidmetro de Cochet-Bonnet® (Luneau, Paris, Franca).

Método: foram utilizados seis cdes sem raca definida e o experimento
realizado em duas etapas: na primeira, instilou-se uma gota de colirio de
flurbiprofeno sédico no olho direito e diclofenaco sédico no olho esquerdo; ja na
segunda, instilou-se uma gota de colirio de cetrolac de trometamina no olho
direito e cloreto de benzalc6nio no olho esquerdo. Para ambas as etapas, a
estesiometria basal era mensurada e, apds instilacdo dos colirios, os dados
subsequentes de estesiometria eram coletados a cada 15 minutos, totalizando
105 minutos de avaliacdo. Para cada etapa foi realizada uma repeticao
experimental, no mesmo grupo de animais, com uma semana de intervalo entre
elas. A avaliacdo estatistica objetivou comparar as médias dos valores obtidos
com a estesiometria realizada nos caes em relacdo ao tempo (em minutos) e a
droga instilada, empregando-se o teste de Analise de Variancia de Friedman
onde valores de P < 0,05 foram considerados significantes.

Resultados e Discussao: de acordo com a avaliagdo dos AINE’s, a
aplicacdo topica do flurbiprofeno soédico 0,03% demonstrou aumento

significativo da média das estesiometrias aos 30 minutos (P > 0,013),
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representando aumento da sensibilidade e ag&o irritativa corneana mais
evidente que acdo analgésica; a aplicacdo do diclofenaco sodico 0,1%
demonstrou diminui¢do significativa de suas médias aos 75 e 90 minutos (P >
0,015), representando diminuicdo da sensibilidade da coOrnea, potencial
interferéncia na atividade nociceptora neuronal e possivel eficacia analgésica;
ja as médias das estesiometrias obtidas com o estudo do cetrolac de
trometamina 0,5% ndo demonstram alteracdes significativas na sensibilidade
da cornea. Embora e a aplicacao tépica do cloreto de benzalcénio 0,01% tenha
causado aumento significativo da média das estesiometrias aos 15 minutos (P
> 0,001), este efeito ndo foi observado nos resultados da avaliagdo do
cetrolaco, uma vez que a presenca do conservante em sua formulacéo permite
maior penetracdo do principio ativo na membrana celular e possivelmente
atenuou a acgdo irritativa do conservante. Ja a metodologia utilizada no
presente experimento ndo permitiu a conclusdo definitiva sobre a eficacia
analgésica dos AINE’s testados, porém foi eficaz em detectar as variacdes de
sensibilidade da cornea, conforme proposto pelo estudo.

Palavras chave: coérnea, Cochet-Bonnet, nociceptores, sensibilidade

corneana.

3.2 ABSTRACT

Purpose: To evaluate the effects of three different topical non-steroidal anti-
inflammatory drugs (0.03% sodium flurbiprofen, 0.1% sodium diclofenac and
0.5% ketorolac tromethamine) or 0.01% benzalkonium chloride on corneal
sensitivity by using the Cochet-Bonnet® esthesiometer (Luneau, Paris, France).

Method: Six mongrel dogs were used in two different occasions. First, one
drop of 0.03% sodium flurbiprofen was applied to the right eye and one drop
0.1% sodium diclofenac was applied to the left eye; on the second occasion,
one drop of 0.5% ketorolac tromethamine was applied to the right eye and one
drop of 0.01% benzalkonium chloride was applied on the left eye. Basal
esthesiometry was determined before eye drop application and every 15

minutes thereafter until 105 minutes of evaluation. A one-week interval was
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allowed between treatments. Statistical analysis was used to compare means
according to time of evaluation and drug used, by means of ANOVA followed by
Friedman test (P < 0,05).

Results and Discussion: topical use of 0.03% sodium flurbiprofen showed a
significant increase in esthesiometry values 30 minutes after instillation (P >
0.013), demonstrating an increase in corneal sensitivity and a greater irritating
corneal effect over its analgesic properties; 0.1% sodium diclofenac presented a
significant decrease for esthesiometry values at 75 and 90 minutes of
evaluation (P > 0.015) indicating a decrease in corneal sensitivity with a
possible interference on neuronal nociceptive activity and analgesic effect while
0.5% ketorolac tromethamine did not show any variation for esthesiometry
means along the evaluation period. Even though 0.01% benzalkonium chloride
resulted in a significant increase in corneal sensitivity at 15 minutes of
evaluation (P > 0.001), this same effect was not observed when ketorolac was
instilled, most likely resulting from the greater analgesic effect of the drug in
comparison to the irritating effect of its preservative. The evaluation method
used in this study did not allow for a definite conclusion over the analgesic
effect of NSAIDs tested, however it was effective in detecting corneal sensitivity
fluctuations.

Keywords: cornea, Cochet-Bonnet, nociceptors, corneal sensitivity.

3.3 INTRODUCAO

A inervacdo da cérnea e da conjuntiva bulbar é suprida por um numero
relativamente pequeno de neurbnios sensoriais primarios originarios do ganglio
trigeminal ipsilateral (cerca de 1,5% do numero total de neurdnios provenientes
do ganglio). Porém, a pequena dimensao da superficie corneana em relacéo a
extensa ramificacdo dos axdnios periféricos sobre esta superficie, torna da
cérnea a estrutura mais densamente inervada do corpo,* sendo 70% destas
fibras sensoriais denominadas nociceptores polimodais.?

Os nociceptores polimodais presentes na cérnea sao terminacdes

nervosas sensiveis a estimulos externos mecanicos, térmicos, quimicos e a
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mediadores inflamatérios enddégenos liberados na lesdo tecidual® ou por
alteracbes secundarias as causas infecciosas e imunomediadas,® sendo a
prostaglandina (PG) um dos principais eicosandides liberados no interior do
olho como subproduto da quebra do acido araquidoénico frente a um desses
estimulos.® Estas PG’s atuam ligando-se aos receptores denominados
facilitadores da dor”® e, desta forma, promovem variagbes no potencial de
repouso da membrana neuronal, sendo o aumento da atividade excitatéria das
fibras nervosas e amplificacdo do estimulo doloroso consequéncias diretas
deste evento neurofisiolégico. ®"#?

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE'S) sdo um grupo variado de
farmacos que tém, em comum, a capacidade de controlar a inflamacéo,
promover analgesia e combater a hipertermia por atuarem inibindo a atividade
de subtipos da cicloxigenase, impedindo assim a sintese de eicosanoides pela
via metabdlica da cascata do &cido araquidénico.®'> Na oftalmologia, este
grupo de farmacos tém sido amplamente utilizado para o controle da dor
causada por lesdo tecidual, processo inflamatério local e pOs-
operatérios.>101213

Um estudo realizado por Chen e colaboradores (1997) demonstrou que a
aplicacdo topica de solucdes oftalmicas de AINE's em cérneas de gatos
causou a reducédo efetiva da sensibilizacdo dos nociceptores polimodais e da
sensibilidade da cérnea, comprovando que a analgesia e o conforto ocular
relatado por seres humanos sédo decorrentes da diminuicdo da atividade
excitatéria das PG’s sobre as fibras nervosas.'*!® Desta forma, o presente
estudo visou avaliar as variacées e possiveis diminuicdes da sensibilidade da
cornea de cées frente a aplicacdo tépica de trés diferentes tipos de AINE’s e
um agente conservante, utilizando o estesidmetro de Cochet-Bonnet (Luneau,
Paris, Franca) como instrumento calibrado de estimulo mecanico externo dos

nociceptores corneanaos.
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3.4. MATERIAL E METODO

Foram utilizados seis cades sem raca definida, sendo trés machos e trés
fémeas; a idade variou de sete a 11 meses, com média de nove meses de
idade. Todos os pacientes foram previamente submetidos a exame fisico e
oftdlmico e encontravam-se sadios, devidamente vacinados, livres de doencas
oftalmicas ou sistémicas.

Para estes animais, foram testados trés AINE’s: flurbiprofeno sédico 0,03%
(ALLERGAN; Syntex Inc., EUA), diclofenaco sodico 0,1% (ALLERGAN; Syntex
Inc., EUA) e cetrolac de trometamina 0,5% (ALLERGAN; Syntex Inc., EUA).
Além desses, um colirio de cloreto de benzalcénio 0,01%, componente
conservante da solucédo oftalmica do cetrolac de trometamina, foi manipulado
(Ophthalmos, Séo Paulo, SP) para sua utilizagdo neste experimento como
grupo controle para a referida droga.

O experimento foi realizado em duas etapas, sendo que para cada uma foi
realizada repeticdo do experimento no mesmo grupo de animais. Na primeira,
instilou-se uma gota de colirio de flurbiprofeno soédico no olho direito e
diclofenaco sodico no olho esquerdo para cada um dos seis animais; apés o
intervalo de uma semana, este procedimento foi repetido no mesmo grupo de
animais. J4 na segunda etapa, instilou-se uma gota de colirio de cetrolac de
trometamina no olho direito e cloreto de benzalconio no olho esquerdo no
mesmo grupo de animais avaliados na primeira etapa, realizando igualmente a
repeticdo deste procedimento, com o mesmo intervalo de tempo.

Para cada etapa, o0 experimento era iniciado anotando-se os dados
referentes a estesiometria basal representada pelo tempo O, ou seja, valor
referente ao tamanho do fio de ndilon suficiente para estimular o reflexo de
piscar em cada animal sem aplicacdo de medicamento topico nos olhos. Apos
mensuracao basal, os colirios eram instilados na superficie ocular e dados
subsequentes de valores da estesiometria eram coletados a cada 15 minutos,
por uma hora e 45 minutos, totalizando 105 minutos de experimentagao.

Todas as etapas foram realizadas no mesmo ambiente e local com o
objetivo de controlar varidveis externas como mudancas climéaticas,

sonoridades e movimentacdo na sala de experimentacdo. Da mesma forma,
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somente duas pessoas ficavam presentes no momento da coleta dos dados,
sendo uma delas responsavel por realizar o0 manuseio do estesibmetro e o
outro, auxiliar de contencéo fisica dos animais.

O estesibmetro mensura o limiar de sensibilidade da superficie corneana;
entende-se que quanto maior a média referente ao comprimento do fio de
néilon (em centimetros) suficiente para estimular o reflexo de piscar nos
animais avaliados, maior € a sensibilidade das corneas de um dado grupo.
Assim, a avaliacdo estatistica objetivou comparar as médias dos valores
obtidos com a estesiometria realizada nos cades em relagdo ao tempo (em
minutos) e a droga instilada. Uma vez que os dados de estesiometria s&o
variaveis discretas com distribuicdo ndo Gaussiana, empregou-se o teste de
Analise de Variancia de Friedman na sua andlise. Valores de P < 0,05 foram
considerados significantes. Toda a analise estatistica descritiva e inferencial foi
realizada empregando o pacote estatistico para computadores JMP v7 (SAS
Institute, Cary, NC, EUA).

3.5. RESULTADOS

As médias obtidas a partir dos valores da estesiometria em relacdo ao
tempo de avaliacdo, para todas as drogas testadas no experimento, estao
ilustradas na tabela 1.
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Tabela 1. Valores médios das estesiometrias em relacdo ao tempo de avaliacdo, ap6s a aplicacéo
tépica de flurbiprofeno sédico 0,03%, diclofenaco sodico 0,1%, cetrolac de trometamina 0,5%
e cloreto de benzalcénio 0,01% na superficie corneana de caes.

Tempo (minutos)
Drogas 0 15 30 45 60 75 90 105
Flurbiprofeno sédico 0,03% 0,875 1,167 1,250* 0,875 0,958 1,000 0,792 0,875
Diclofenaco sédico 0,1% 1,125 1,083 1,208 0,958 0,958 0,792* 0,792* 0,875
Cetrolaco de trometamina 0,5% 1,125 1,375 1,167 1,125 1,167 1,083 1,000 0,917

Cloreto de benzalcéneo 0,01% 1,000 1,458* 1,167 1,000 1,088 1,167 1,208 1,000

* Médias que apresentaram diferenca significativa em relagdo a média da estesiometria basal, onde P < 0,05.

Ap0s aplicacgéo topica de flurbiprofeno sédico 0,03%, observou-se aumento
gradativo dos valores médios de estesiometria ocular, sendo significativamente
maior aos 30 minutos de avaliacao (P > 0,013), em relacao aos valores basais,
com posteriores oscilagbes para valores inferiores ao longo do periodo de
avaliacao (Figura 1).

Com relacdo as médias de estesiometria ap6s aplicacdo do diclofenaco
sédico 0,1%, observou-se discreto aumento apds 30 minutos de aplicacdo e
decréscimo subsequente dos valores, com significancia (P > 0,015) somente
entre 75 e 90 minutos de avaliacdo, em relacdo aos valores basais (Figura 2).

Os dados obtidos apés aplicacao topica do cetrolac de trometamina 0,5%
demonstraram ndo haver diferenca significativa entre as médias das
estesiometrias e a média basal (Figura 3).

A analise estatistica relativa a aplicacdo ocular da formulacao de cloreto de
benzalcénio 0,01% demonstrou haver aumento significativo dos valores médios
de estesiometria aos 15 minutos de avaliagédo (P > 0,001) em relagdo a média

basal (Figura 4).
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Figura 1. Gréfico representativo das médias obtidas com as estesiometrias em
relacdo ao tempo de avaliacdo, apds aplicacédo ocular de flurbiprofeno sodico 0,03%.
* Média que apresenta diferenca significativa em relacdo a média da estesiometria
basal, onde P > 0,013 aos 30 minutos de avaliagéo.
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Figura 2. Grafico representativo das médias obtidas com as estesiometrias em
relacdo ao tempo de avaliacdo, apds aplicagédo ocular de diclofenaco sédico 0,1%.
* Médias que apresentam diferenca significativa em relacdo & média da estesiometria

basal, onde P > 0,015 aos 75 e 90 minutos de avaliag&o.
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Figura 3. Gréfico representativo das médias das estesiometrias em relagéo ao tempo

de avaliagéo, apos aplicacdo ocular de cetrolac de trometamina 0,5%.
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Figura 4. Gréfico representativo das médias das estesiometrias em relagdo ao tempo

de avaliacdo, ap0s aplicacdo ocular de cloreto de benzalcénio 0,01%.

* Média que apresenta diferenca significativa em relacdo & média da estesiometria

basal, onde P > 0,001 aos 15 minutos de avaliagéo.
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A Figura 5 ilustra a representacdo grafica das médias das estesiometrias
de todas as drogas testadas em relacdo ao tempo de avaliacdo, sendo possivel
observar que as maiores meédias foram obtidas durante os primeiros 15-30

minutos e reducdes subsequentes ocorreram a partir desse periodo de tempo.

Gdico
—s— Flurbiprofeno

Médias das estesiometrias
por cada droga (cm)

0 15 30 45 60 75 90 105
Tempo (minutos)

Figura 5. Grafico representativo das médias obtidas com as estesiometrias de todas
as drogas testadas (Cloreto de Benzalconio, Cetrolac de Trometamina, Diclofenaco

Sadico e Flurbiprofeno Sddico) em relagéo ao tempo de avaliacao.

3.6. DISCUSSAO

A diminuicdo da sensibilidade da cérnea frente ao uso dos colirios anti-
inflamatorios ndo esteroidais era esperada como resultado da experimentacao
do presente trabalho, uma vez que o bloqueio da acédo das prostaglandinas
sobre 0s nociceptores periféricos promovem diminuicdo da atividade excitatéria
neuronal, mesmo em olhos néo inflamados.***?

A aplicacao topica de flurbiprofeno sodico 0,03% demonstrou aumento da
atividade excitatoria dos nociceptores apos 30 minutos da sua aplicagéo ocular.
Porém, uma vez que as médias entre 45-105 minutos n&o diferiram

significativamente da média basal, os dados representam retorno da atividade
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nociceptora ao normal neste periodo de tempo e acgéo irritativa mais evidente
gue a acao analgésica.

Os dados das estesiometrias oculares ap0s a aplicacdo topica de
diclofenaco sdédico 0,1% evidenciaram, de maneira inédita, o pico de acao
analgésica promovido por esta droga, uma vez que as menores meédias com
diferenga significativa em relacdo a média basal representam o momento
maximo de diminuicdo da atividade excitatoria neuronal ocorrida entre 75-90
minutos. Apés este periodo de tempo, observou-se igualmente retorno da
atividade nociceptora ao nivel basal.

Ja aplicacdo topica do cetrolac de trometamina 0,5% n&o demonstrou
alteracdes na sensibilidade da cornea e, portanto, néo foi possivel observar sua
eficacia analgésica com esse experimento. Porém o grafico apresentado na
Figura 3 demonstra uma tendéncia a diminui¢do continua de suas médias apos
60 minutos, supondo-se que médias inferiores significativas poderiam ter sido
obtidas, caso o delineamento experimental abordasse avaliacGes posteriores a
105 minutos.

Flurbiprofeno, diclofenaco e cetrolac sdo AINE’s cuja funcdo consiste na
inibicdo da producgéo de eicosanoides provenientes da via metabodlica do acido
araquidénico, responsavel por diminuir a atividade nociceptora das fibras
nervosas da cérnea e gerar consequente analgesia topica.®*? Apesar de outros
estudos demonstrarem a similaridade da acdo analgésica promovida entre

estes trés farmacos,'**°

0 presente estudo sugere que a aplicagcdo ocular de
flurbiprofeno sédico 0,03% e cetrolac de trometamina 0,5% promovem acao
analgésica pouco representativa na atividade nociceptora da cérnea, pelo
menos em bulbos oculares higidos. Porém, o estudo realizado por Acosta et al.
(2007) testou a eficacia analgésica do cetrolac de trometamina 0,4% e
demonstrou que esta droga foi capaz de diminuir a atividade nociceptora
periférica de cérneas higidas de gatos. Apesar deste trabalho também
empregar o estesidbmetro de Cochet-Bonnet como estimulo mecanico externo,
a coleta de dados foi realizada a partir da avaliacdo do potencial evocado das
fibras nervosas. Esta metodologia, anteriormente desenvolvida por Chen et al.
(1997), de fato possibilitou a avaliagéo fidedigna da atividade dos nociceptores

da cornea. Dessa forma, o uso isolado do reflexo de piscar, como parametro
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observacional da sensibilidade da cérnea promovida pelo estesibmetro de
Cochet-Bonnet, pode ter refletido em coleta de dados insuficientes sobre a
eficacia analgésica tanto do flurbiprofeno sodico 0,03% como do cetrolac de
trometamina 0,5%.

A aplicagdo ocular de diclofenaco soédico 0,1% demonstrou,
comparativamente, maior potencial analgésico para a cornea e corroborou
dados encontrados no estudo realizado por Aragona et al. (2000). Trabalhos
cientificos realizados anteriormente também demonstraram a capacidade do
diclofenaco sodico em interferir na atividade da B-endorfina (neurotransmissor
inibitério enddgeno) e da substancia P (neurotransmissor excitatorio enddgeno

6,10,16 e a

de nociceptores),® sugerindo que o aumento plasmatico do primeiro
diminuicdo do segundo®’ contribuem com a poténcia da acdo analgésica
promovida por esta droga.

Os dados obtidos com a aplicagéo topica do cloreto de benzalcénio 0,01%
demonstraram aumento significativo da sensibilidade da cérnea nos primeiros
15 minutos, alcancando a maior média obtida em relacdo as demais drogas
nesse periodo de tempo e representando maior poténcia irritativa sobre a
superficie da cérnea. Médias significativamente inferiores a média basal ndo
eram esperadas por tratar-se de um agente conservante isento de
propriedades antinflamatorias.

O cloreto de benzalcbnio € comumente utilizado em preparacbes
oftdlmicas e presente na formulagdo do cetrolac de trometamina 0,5%. Este
conservante, além de aumentar a penetracdo do principio ativo pela membrana

celular lipidica,*®*°

€ também responsavel por promover ativacdo da sintese de
eicosandides e consequente irritacdo ocular.’®?° Jean et al. (1999) sugerem
que a aplicacao tdpica deste agente conservante, ainda que em baixas doses
de 0,0001%, promove a diminuicdo da atividade proliferativa celular e induz
morte por apoptose.?’ Apesar do presente estudo ter demonstrado que o uso
isolado do cloreto de benzalcbnio causou importante acgdo irritativa na
superficie da cornea, nédo foi possivel comprovar o mesmo efeito quando
associado a formulacdo do cetrolac de trometamina. Portanto, uma vez que o

cloreto de benzalcbnio aumenta os niveis intracelulares do cetrolac de
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trometamina,®® sugere-se que a acdo anti-inflamatéria do segundo pode ter
amenizado a acao irritativa do primeiro sobre as fibras nociceptoras.

Da mesma forma, o experimento demonstrou uma tendéncia ao aumento
da sensibilidade das corneas entre 15-30 minutos apos a instilacéo dos colirios
de flurbiprofeno sédico 0,03% e de diclofenaco sodico 0,1%. Este aumento de
sensibilidade sugere acgdao irritativa causada pelos diferentes tipos de agentes
conservantes presentes em cada composicdo, 0S quais nao incluem a
presenca do cloreto de benzalconio, e também possivelmente responsaveis
pela sensacéo de ardéncia relatada por seres humanos.®**'? Porém, novas
investigacfes sdo necessarias para comprovar o0 mecanismo de acao desses
agentes sobre a superficie da cérnea, ndo sendo este o objetivo do presente
estudo.

Apesar da subjetividade do exame observacional do reflexo de piscar
poder ter interferido diretamente na obtenc&o dos resultados dos valores das
estesiometrias, tanto os valores basais como os demais foram avaliados pelo
mesmo observador, diminuindo assim 0s possiveis efeitos de subjetividade na
mensuracdo da varidvel. Mais estudos com variaveis controladas, além do
emprego de outras metodologias de avaliacao eletrofisioldgica da atividade dos
nociceptores da cOrnea, sdo necessarios para obterem-se dados fidedignos

guanto a eficacia analgésica dos anti-inflamatdérios testados neste trabalho.
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4. CAPITULO 2

AVALIACAO INTER E INTRAOBSERVADORES DA ESTESIOMETRIA
CORNEANA DE CAES E COELHOS

INTER AND INTRAOBSERVERS EVALUATION OF CORNEAL
AESTHESIOMETRY IN DOGS AND RABBITS

4.1. RESUMO

Objetivo: avaliar os coeficientes de concordancia inter e intraobservadores
no exame de estesiometria da cérnea de cées e coelhos e a confiabilidade do
uso do estesiometro de Cochet-Bonnet como ferramenta para avaliacdo da
sensibilidade da cornea.

Método: foram selecionados trés observadores com diferentes niveis de
experiéncia em oftalmologia veterinaria para realizarem estesiometria ocular
em 24 caes e 25 coelhos, em duas diferentes etapas. Na primeira etapa, cada
observador realizou isoladamente a estesiometria ocular e anotou os dados
referentes ao comprimento (em centimetros) do filamento de néilon suficiente
para estimular o reflexo de piscar nos animais avaliados. Ja na segunda,
apenas um colaborador realizou a estesiometria e o0s mesmos observadores
apenas assistiram o procedimento e anotaram individualmente seus dados,
sendo realizado um estudo inter e intraobservador por meio do teste estatistico
Kappa a partir dos dados obtidos com a investigagdo de ambas as etapas.

Resultados e Discusséo: a andlise interobservadora de cées e coelhos da
primeira etapa demonstrou coeficientes do teste Kappa que variaram de pobres
a regulares e, na analise intraobservadora, variacbes de regulares a
moderados. Apesar de o estudo intraobservador indicar melhores indices de
concordancia por menor variacdo de sensibilidade entre o olho direito em
relacdo ao esquerdo, o estudo interobservador demonstra pouca concordancia
entre os observadores em relacdo a estas variacbes entre olhos. J& na

segunda etapa, a analise interobservadora de cées e coelhos demonstrou
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coeficientes do teste Kappa que variaram de moderados a excelentes e, na
analise intraobservadora, variacbes de regulares a pobres. Os baixos indices
de concordancia intraobservador revelam maior variacdo de sensibilidade entre
o olho direito em relacdo ao esquerdo, de forma que o estudo interobservador
demonstra que os observadores concordam com as variagdes entre olhos
encontradas na segunda etapa, representando coleta de dados mais precisos
em relacdo a primeira. Portanto, segundo os dados obtidos no presente estudo,
conclui-se que o estesiobmetro de Cochet-Bonnet é um instrumento de alta
precisdo para avaliacdo da sensibilidade da coérnea, porém promove baixa
confiabilidade na obtencdo de dados quando a estesiometria € realizada
individualmente por um Unico observador. Este experimento também comprova
gue a utilizacdo deste instrumento para pesquisas cientificas requer o estudo
estatistico de andlise inter e intraobservadora, bem como a utilizagdo de uma
nova metodologia de avaliacdo para a obtencao de dados mais fidedignos, uma
vez que a variavel interpretada no exame da estesiometria (reflexo de piscar)
possui alta subjetividade observacional.

Palavras chave: cornea, Cochet-Bonnet, interobservador, intraobservador,

Kappa.

4.2. ABSTRACT

Purpose: to evaluate inter and intraobserver coefficient agreement in
esthesiometry of dogs and rabbits corneas and the reliability of using a Cochet-
Bonnet esthesiometer as a tool for assessing the sensitivity of the cornea.

Method: three observers with different levels of experience in veterinary
ophthalmology were selected to perform esthesiometry in two groups, one
comprised of 24 dogs and the other with 25 rabbits, in two different trials. In the
first trial, each independent evaluator performed esthesiometry and recorded
data concerning the length (in centimeters) of the nylon filament sufficient to
trigger the blinking reflex in animals evaluated. In the second trial, a different
trained person performed esthesiometry while the same three evaluators of trial

one observed the procedure and recorded their individual data. An inter and
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intraobserver agreement study was made using the Kappa statistical test based
on data obtained from observations of both trails.

Results and Discussion: interobserver analysis of dogs and rabbits of the
first trial showed that Kappa coefficients ranged from poor to regular and, in the
intraobserver analysis, from regular to moderate. Although the intraobserver
study indicated better concordance rates by less variation between right and left
eye, the interobserver study showed little agreement among the observers for
these variations between eyes. In the second trial, the interobserver analysis of
dogs and rabbits showed that Kappa coefficients ranged from moderate to
excellent and, in the intraobserver analysis, from regular to poor. The low rates
of intraobserver agreement showed greater variation in sensitivity between right
and left eye, but interobserver analysis demonstrated a higher agreement
among evaluators, indicating a more accurate collection of data in relation to
first trial. Therefore, according to results obtained in this study, it is concluded
that Cochet-Bonnet esthesiometer is a high precision instrument for assessing
corneal sensitivity, but demonstrated low reliability when esthesiometry is
performed individually by a single observer. This study also demonstrated that
using this tool for scientific research requires inter and intraobserver statistical
analysis and the use of a new assessment methodology to obtain more realistic
data, since the variable interpreted in esthesiometry (blinking reflex) is highly
subjective.

Keywords: cornea, Cochet-Bonnet, interobserver, intraobserver, Kappa.

4.3. INTRODUCAO

O epitélio corneano corresponde a mais inervada superficie corpérea,
sendo este de 300-600 vezes mais inervado que a pele. A sensibilidade e
inervacdo corneana deriva-se da ramificacdo oftdlmica do ganglio do nervo
trigémeo que penetra no estroma corneano através do limbo e progride para a
camada celular superficial.*

O estesidmetro de Cochet-Bonnet® (Luneau, Paris, Franga) consiste em

um instrumento que avalia a sensibilidade corneana por meio da mensuracao
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do limiar de sensibilidade da sua superficie, sendo utilizado em pesquisas com

234 187 chinchila®® e alpacas.'® Este instrumento possui

cdes?®*, gatos®, cavalos
um filamento de nailon de pequeno diametro que, ao entrar em contato com a
superficie da cérnea de cavalos adultos e potros, estimula aproximadamente
100 terminacgdes nervosas, segundo um estudo realizado por BROOKS et al.
(2000). O comprimento do filamento de néilon do estesibmetro possui uma
escala de 0,5 até 6,0 centimetros, sendo o tamanho do comprimento
inversamente proporcional ao limiar de toque. Quando a pressdo exercida pela
ponta do filamento na coérnea é suficiente para estimular as terminacdes
nervosas da regido, observa-se o reflexo de piscar. Desta forma, quanto maior
o comprimento do filamento capaz de estimular o reflexo de piscar, menor o
limiar de toque e maior o grau de sensibilidade da superficie corneana
avaliada.! Porém, por tratar-se de um exame observacional e subjetivo, pode
haver grande possibilidade de variacéo interobservadora e intraobservadora.*

Para assegurar que os dados obtidos por observacdes cientificas
realizadas por seres humanos se tornem mais objetivos, muitos pesquisadores
tem publicado coeficientes que avaliam se dois ou mais observadores
assistindo o mesmo comportamento ou resultado registrardo o0 mesmo dado,
revelando a confiabilidade de um determinado dado, instrumento, método ou
teste utilizado para a coleta dos referentes dados de diferentes pesquisas
médicas.*?

A variacao interobservadora pode ser mensurada em qualquer situagcao em
qgue dois ou mais observadores independentes avaliam o mesmo dado ou a
mesma variavel, expressando a concordancia entre os observadores em
relacdo ao registro do comportamento observado; jA a avaliacdo
intraobservadora mensura as diferencas de interpretacdes de cada observador
isoladamente, ou seja, quando um unico observador avalia uma variavel em
ocasifes distintas e ambas as interpretacdes sdo coerentes entre si. Desta
forma, os coeficientes de concordancia inter e intraobservadora fornecem um
importante indice de qualidade e confiabilidade dos dados obtidos em projetos
que envolvem técnicas e metodologias observacionais de carater subjetivo. 1%
O estesibmetro de Cochet-Bonnet tem sido amplamente utilizado em

pesquisas recentes como ferramenta para avaliagdo da sensibilidade da
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cérnea 68910

porém nao existe descrito em literatura quaisquer pesquisas que
avaliem o grau de subjetividade da interpretacdo deste exame e a
confiabilidade do uso deste instrumento. Assim, o objetivo do presente estudo
visou avaliar os coeficientes de concordancia inter e intraobservadora no
exame de estesiometria da cornea de cées e coelhos e a confiabilidade do uso
do estesiometro de Cochet-Bonnet como ferramenta para avaliagdo da

sensibilidade da cornea.

4.4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 24 cées e 25 coelhos para cada etapa do experimento,
sendo que 79,16% dos cédes eram fémeas (19 animais) e 20,83% machos
(cinco animais); das racas de cédes avaliadas, 29,17% n&o possuiam raca
definida (sete animais), 25% eram Retriever Dourado (seis animais), 25%
Retriever do Labrador (seis animais), 4,16% Cane Corso (um animal), 4,16%
Pug (um animal), 4,16% Poodle (um animal), 4,16% Rottweiler (um animal) e
4,16% Pit Bull (um animal); a idade variou de dois a 14 anos, totalizando uma
meédia de 6,83 anos. Dos coelhos, 76% eram fémeas (19 animais) e 24% eram
machos (seis animais); das racas, 40% eram Nova Zelandia (10 animais) e
60% eram Rex (15 animais); a idade variou de trés a seis meses, totalizando
uma média de quatro meses. Todos 0s pacientes encontravam-se sadios e
livres de doenca oftalmica.

Trés observadores com diferentes graus de experiéncia foram
selecionados para realizacdo e avaliacdo da estesiometria ocular nos cées e
nos coelhos. O primeiro observador (1) era o mais experiente, atuando na
especialidade da Oftalmologia Veterinaria ha mais de 15 anos; o segundo
observador (2) possuia experiéncia moderada, atuando na especialidade ha
seis anos; e o terceiro observador (3) era 0 menos experiente, atuando na
especialidade ha um ano.

Duas modalidades de estesiometria ocular foram realizadas para obtencao
dos resultados do estudo inter e intraobservador. Na primeira etapa, cada

observador isoladamente realizou a estesiometria ocular e anotou seus dados
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obtidos referentes ao comprimento (em centimetros) do filamento de néilon
suficiente para estimular o reflexo de piscar nos animais avaliados, iniciando
sempre do observador mais experiente para 0 menos experiente. Ja na
segunda etapa, somente um colaborador (auxiliar) realizou a estesiometria
ocular nos caes e coelhos enquanto 0s mesmos trés observadores
participantes da primeira etapa apenas assistiram o procedimento, sendo este
colaborador um profissional atuante na area de Oftalmologia Veterinaria e
treinado para proceder a estesiometria no presente experimento.

A estesiometria foi realizada, tanto para cdes como para coelhos,
graduando o estesibmetro inicialmente em 3,0 centimetros e reduzindo o
tamanho do fio de nailon a cada meio centimetro gradativamente, até reduzir o
fio ao seu menor tamanho (0,5 centimetro), sendo que para cada graduacao
eram realizados trés toques na superficie da cérnea do olho direito e do olho
esquerdo com a ponta do fio de ndilon. Na primeira etapa, o procedimento era
interrompido quando o animal avaliado apresentava o reflexo de piscar; na
segunda etapa, o colaborador realizava o procedimento até o fio alcancar seu
menor tamanho, de forma que o0s observadores aguardavam a Ultima
graduacéo para, ao mesmo tempo, realizarem suas anotacoes, evitando assim
interferéncia e influéncia de resultados entre os observadores. A estesiometria
corneana deste estudo foi realizada no mesmo dia para todos os cées e
posteriormente para todos os coelhos, de acordo com cada etapa. As Figuras 1
e 2 ilustram a realizacdo da estesiometria ocular em um c&o sem raga definida
e um coelho da raca Nova Zelandia, respectivamente; ja a Figura 3 ilustra a
estesiometria ocular de um coelho da raca Nova Zelandia e o reflexo de piscar

observado durante o exame.
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Figura 1. Estesiometria da cérnea do olho esquerdo de uma cadela, com 5 anos de
idade, sem raca definida — o estesidmetro de Cochet-Bonnet, graduado em 3
centimetros de filamento de néilon (seta amarela), ndo exerceu forca sobre a

superficie da cérnea suficiente para estimular o reflexo de piscar.

Figura 2. Fotografia da estesiometria da cornea do olho direito de uma coelha, com 5
meses de idade, raca Nova Zelandia - o estesidbmetro de Cochet-Bonnet, graduado em
2,0 centimetros de filamento de nailon, nao exerceu forca sobre a superficie da cérnea

suficiente para estimular o reflexo de piscar.
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Figura 3. Estesiometria da cornea do olho direito de uma coelha, com 3 meses de
idade, raca Nova Zelandia; (a) imagem da ponta do fio de néilon, graduado em 2,5
centimetros, tocando a regido central da cérnea e (b) imagem da ponta do fio de
nailon, graduado em 1,5 centimetro, tocando a regido central da cérnea e

exercendo forca suficiente para estimular o reflexo de piscar.

A variabilidade dos dados observacionais obtidos durante a pesquisa foi
avaliada pelo teste estatistico Kappa, por meio do programa estatistico
MEDCALC® statistical software (version 11.5.1.0), o qual mensura os
coeficientes e demonstra os indices de concordancia inter e intraobservadora,
sendo o calculo do Kappa baseado na diferenca entre a concordancia de fato
presente em comparacdo a concordancia esperada pelo evento ao acaso.
Assim, a mensuracdo desta diferenca é padronizada em uma escala de
coeficientes que variam de -1 a 1, em que 1 representa a perfeita concordancia
interobservadora, 0 representa a concordancia esperada pelo acaso e valores
negativos indicam concordancia inferiores ao acaso, ou seja, auséncia de
concordancia entre os observadores.'® Desta forma, foram realizadas duas
modalidades de calculo estatistico a partir dos resultados obtidos pela
estesiometria dos olhos de cées e coelhos em ambas as etapas: 1) Calculo
para obtencdo dos resultados do Kappa referentes a avaliacdo
interobservadora, baseado nos valores da estesiometria obtidos por todos os
observadores; 2) Calculo para obtencdo dos resultados do Kappa referentes a

concordancia intraobservadora, baseado nos valores obtidos por cada
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observador na estesiometria do olho direito em relacdo ao olho esquerdo de

cada animal. Os valores de referéncia para interpretacédo do teste Kappa estéo

ilustrados na Tabela 1.2

Tabela 1. Interpretacao dos coeficientes do Kappa.

Kappa
<0
0.01-0.20
0.21-0.40
0.41-0.60
0.61 -0.80

0.81-0.90

Concordancia
Ausente
Pobre
Regular
Moderada
Excelente

Quase Perfeita

4.5. RESULTADOS

A analise interobservadora de cées e coelhos referentes a primeira etapa

do experimento, ilustrada na Tabela 2, demonstra coeficientes do Kappa que

variaram de pobres a regulares; a andlise interobservadora de cées e coelhos

referentes a segunda etapa, ilustrada na Tabela 3, demonstra coeficientes do

Kappa que variaram de moderados a excelente.
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Tabela 2. Resultados dos coeficientes do teste Kappa referentes a analise
interobservadora de cées e coelhos e suas interpretagdes de concordancia da primeira

etapa do experimento.

1° Etapa Cées Concordancia Coelhos Concordancia
Observador 1x 2 0,335 Regular 0,103 Pobre
Observador 1x 3 0,315 Regular 0,218 Regular
Observador 2x 3 0,235 Regular 0,054 Pobre

Tabela 3. Resultados dos coeficientes do Teste Kappa na analise interobservadora de
cées e coelhos e suas interpretagdes de concordancia referente a segunda etapa do

experimento.

2° Etapa Caes Concordéancia Coelhos Concordancia
Observador 1x 2 0,516 Moderada 0,633 Excelente
Observador 1 x 3 0,562 Moderada 0,525 Moderada
Observador 2x 3 0,537 Moderada 0,472 Moderada

Ja4 na andlise intraobservadora dos cées e dos coelhos referentes a
primeira etapa do experimento, ilustrada na Tabela 4, os resultados obtidos
demonstram coeficientes do Kappa que variaram de regulares a moderados; na
segunda etapa, a anadlise intraobservadora de cées e coelhos, ilustrada na
Tabela 5, demonstra coeficientes do Kappa que variaram de pobres a

moderado.
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Tabela 4. Resultados dos coeficientes do Kappa na analise intraobservadora
(diferenca de sensibilidade do OD em relacdo ao OS) de cées e coelhos e suas

interpretacdes de concordancia referentes a primeira etapa do experimento.

1° Etapa Cées Concordancia Coelhos Concordancia

Observador 1 0,518 Moderada 0,282 Regular
Observador 2 0,415 Moderada 0,322 Regular
Observador 3 0,275 Regular 0,507 Moderada

Tabela 5. Resultados dos coeficientes do Kappa na andlise intraobservadora
(diferenca de sensibilidade do OD em relag@o ao OS) de cées e coelhos e suas

interpretacdes de concordancia referentes a segunda etapa do experimento.

2° Etapa Cées Concordancia Coelhos Concordancia

Observador1l 0,2 Pobre 0,110 Pobre
Observador 2 0,379 Regular 0,198 Pobre
Observador 3 0,455 Moderada 0,03 Pobre

4.6. DISCUSSAO

A mensuracdo da sensibilidade da superficie da cérnea por meio da
estesiometria reflete na observacéo de dados intrinsecamente subjetivos, uma
vez que o reflexo de piscar pode ser interpretado de diferentes maneiras por
cada observador.

Os coeficientes do Kappa obtidos com a analise interobservadora de caes
e coelhos da primeira etapa demonstram variacdes de pobres a regulares.
VIEIRA et al. (2005) afirmam que os valores do teste Kappa séao diretamente
afetados pela prevaléncia da constatacdo da variavel observada, de forma que
baixos coeficientes ndo refletem, necessariamente, baixos indices de
concordancia. Desta forma, os valores da analise interobservadora obtidos na

primeira etapa do experimento podem estar comprometidos devido a
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dificuldade na interpretacéo individual do reflexo de piscar em cada animal,
considerando que cada avaliador pode interpretar de diferentes formas o ato de
piscar durante o exame.

Além da dificuldade de interpretacdo do reflexo de piscar, a pratica do
manuseio do estesiometro de Cochet-Bonnet pode estar relacionada a
obtencdo de baixos indices de concordancia interobservadora. Uma vez que o
fio de nailon deve sofrer deflexdo (curvatura apos contato com a superficie da
cornea) para exercer forca e estimulo sensorial local, o contato do fio com os
cilios estimula o reflexo de piscar e os dados obtidos consequentemente
tornam-se incoerentes. Da mesma forma como deslocamento de colunas de ar,
vento, sonoridades, ressecamento ocular e movimentacdo na sala de exame
durante a estesiometria sdo capazes de estimular o reflexo de piscar
independentemente da sensibilidade da cornea. Além disso, a estesiometria
corneana deste estudo foi realizada no mesmo dia para todos os cées e
posteriormente para todos os coelhos, de acordo com cada etapa, havendo a
possibilidade de condicionamento do animal para o ato de piscar e aumentando
desta forma a variabilidade interobservadora. Assim, a variacdo dos
coeficientes do Kappa de pobre a regular obtidos podem também estar
relacionados a variacfes externas nao controladas neste experimento. Porém,
os resultados do estudo interobservador obtidos na segunda etapa do
experimento demonstram melhores indices de concordancia, uma vez que a
realizacdo da estesiometria feita por uma Unica pessoa possivelmente diminuiu
a interferéncia da manipulacdo do estesidmetro e da variacdo de interpretacéo
do reflexo de piscar entre os observadores, aumentando desta forma a
prevaléncia de constatacdo da variavel observada.

Segundo Mitchell (1979), a diversificacdo de variaveis que podem ser
estudadas pelo teste estatistico Kappa possui um impacto muito pequeno na
obtencdo dos coeficientes de concordancia interobservadora. O autor afirma
que a principal influéncia sobre estes coeficientes envolve a homogeneidade
dos grupos selecionados para o estudo, de forma que em grupos homogéneos
obtém-se, necessariamente, elevados indices do mesmo. Portanto, uma
medida que indica elevado indice de concordancia pode, em populacdes

heterogéneas, refletir um mau trabalho de diferenciacdo entre os sujeitos.
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Porém, de acordo com o grupo de animais selecionados para o presente
experimento, observa-se que a populacdo de cdes é mais heterogénea em
comparacdo a populacdo de coelhos, de forma que a segunda reflete
coeficientes de concordancia tanto inter como intraobservador ainda menores
em relacdo a primeira, segundo os dados obtidos em ambas as etapas da
pesquisa. Assim, este dado evidencia que mesmo em populagbes homogéneas
pode-se obter baixos indices de concordancia, uma vez que o reflexo de piscar
€ uma variavel de baixa precisdo como parametro observacional e influenciou
diretamente na andlise inter e intraobservadora.

Em relagdo a andlise intraobservadora (concordancia individual de cada
observador quanto aos valores de sensibilidade do OD em relacdo ao OS) dos
caes e dos coelhos, os coeficientes do Kappa obtidos na primeira etapa do
experimento variaram de regulares a moderados, indicando interpretacdes
mais coerentes entre si quando cada avaliador foi analisado isoladamente.
Porém, apesar desta analise demonstrar que cada observador encontrou
menor variagdo de sensibilidade entre olhos e melhores indices de
concordancia individual, o estudo interobservador da mesma etapa revela que
0os observadores possuem pouca concordancia entre si quanto as diferencas
de sensibilidade encontradas. Desta forma, a metodologia de estesiometria
utilizada na primeira etapa promove coleta dados imprecisos e de baixa
confiabilidade, reforcando que o reflexo de piscar pode ser interpretado de
diferentes maneiras por cada observador, apesar da concordancia individual.

Observa-se também que a analise intraobservadora dos coelhos da
primeira etapa nao foi influenciada pela experiéncia profissional de cada
observador, em relagdo ao uso da estesiometria como ferramenta para
mensuracdo da sensibilidade da cérnea, uma vez que o observador 3,
considerado menos experiente, alcancou um coeficiente do Kappa maior
(0,507) em relacao aos observadores 1 (0,282) e 2 (0,322), sendo este mesmo
fato igualmente observado na analise intraobservadora dos cédes da segunda
etapa (observador 3: Kappa 0,455; observador 2: Kappa 0,379; observador 1:
Kappa 0,2).

Sobre o0s resultados da andlise intraobservadora da segunda etapa

observa-se variacdo de coeficientes do Kappa de moderados a pobres,
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indicando menores indices de concordancia individual por obterem-se maiores
diferencas entre os valores de sensibilidade entre olhos. Porém, o estudo
interobservador da mesma etapa revela que o0s observadores possuem
melhores indices de concordancia entre si quanto as diferencas encontradas,
ou seja, 0s observadores concordam com a variagdo de sensibilidade entre o
olho direito em relagdo ao olho esquerdo. Portanto, a metodologia de
estesiometria utilizada na segunda etapa promove coleta dados mais
fidedignos, reforcando que a realizacdo da estesiometria feita por uma Unica
pessoa (um auxiliar) possivelmente diminuiu a variacdo de interpretacdo do
reflexo de piscar entre o0s observadores, aumentando desta forma a
prevaléncia de constatacao da variavel observada e a confiabilidade dos dados

coletados.
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5. CONCLUSOES

Segundo dados obtidos com o experimento realizado no Capitulo 1, o uso
do estesidmetro de Cochet-Bonnet possibilitou observar os picos maximos de
inibicdo nociceptora promovidos pelas drogas testadas, concluindo-se que o
diclofenaco sédico 0,1% possui maior potencial inibitério sobre as fibras
nervosas da cornea. Da mesma forma, o emprego desse aparelho possibilitou
concluir que os antiinflamatorios testados promovem irritacdo corneana nos
primeiros 15-30 minutos, caracterizados por excitacdo nociceptora e aumento
da sensibilidade, sendo que o cloreto de benzalcdnio, um conservante, também
promoveu atividade excitatoria sobre as fibras nervosas da cornea. Assim, 0
estesibmetro de Cochet-Bonnet foi eficaz em detectar as variacbes de
sensibilidade corneana promovidas pela aplicacdo tépica de agentes anti-
inflamatdrios e pelo agente conservante.

Com relacdo ao Capitulo 2, conclui-se que o estesidbmetro de Cochet-
Bonnet é um instrumento de alta precisdo para avaliacdo da sensibilidade da
cOrnea, porém promove baixa confiabilidade na obtencdo de dados quando a
estesiometria € realizada individualmente por um Unico observador. Portanto,
este experimento concluiu que o uso metodolégico de um auxiliar para
realizacdo da estesiometria diminui as variacbes externas geradas pelo
manuseio do instrumento, bem como a variabilidade observacional do reflexo
de piscar, sugerindo também a necessidade do estudo inter e intraobservador
para analise estatistica da confiabilidade dos dados obtidos.

Assim, outros estudos e experimentos com variaveis controladas e
diferentes metodologias de utilizacdo do estesidmetro de Cochet-Bonnet sé&o
necessarios para a confirmacédo da confiabilidade do mesmo para seu uso nos

animais.
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6. ANEXOS

6.1. ANEXO 1 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal do Parana
Setor de Ciéncias Agririas .
Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA SCA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo no. 013/2010, referente ao projeto “Sensibilidade e cicatrizagido
corneana”, sob a responsabilidade de Raquel de Araujo Cantarella, na forma em que foi
apresentado, foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias
Agrarias, em reunido realizada dia 16 de Agosto de 2010. Este certificado expira em 16 de agosto
de 2011.

B

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 013/2010, regarding the project “Corneal sensibility and
healing”, in charge of Raquel de Araujo Cantarella, in the terms it was presented, was approved by
the Animal Use Ethics Committee of the Agricultural Sciences Campus of the Universidade Federal
do Parana (Federal University of the State of Parana, Southern Brazil) during session on August
2010. This certificate expires on August, 2011.

Curitiba, 16 de agosto de 2010.

Geraldo-€amito Alberton ’,) Patrick Schmidt
Presidente Vice-Presidente

Comissio de Etica no Uso de Animais
Setor de Ciéncias Agrarias
Universidade Federal do Parana.
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6.2. ANEXO 2 - NORMAS DA REVISTA VETERINARY OPHTHALMOLOGY

Veterinary Ophthalmology

Author Guidelines

Veterinary Ophthalmology publishes original material relating to all aspects of
clinical and investigational veterinary and comparative ophthalmology. The
following types of material will be published:

Original articles including clinical (prospective and retrospective clinical
studies) and investigational studies. Research studies involving animals
must have the approval of the institution's animal care and use committee
and be acceptable to the Editor.

e Review articles (including papers which clarify, summarize and critically
evaluate the current literature). These will be invited by the Editor or a
member of the editorial board.

e Case reports (patient-based studies; either single or multiple animals).

e Viewpoint articles (papers which challenge existing concepts or present an
alternative interpretation of available information) are usually invited by the
Editor or a member of the editorial board.

e Short communications: Brief research and clinical communications (limited

to 6 pages and 12 references).

Letters to the editor.

All original research and review articles will be peer reviewed by at least two
independent referees. Submission

EarlyView

We are happy to announce that Veterinary Ophthalmology is now part of the Wiley-
Blackwell Early View service. All articles will now be published online in advance of
their appearance in a print issue. These articles are fully peer reviewed, edited and
complete - they only lack page numbers and volume/issue details - and are
considered fully published from the date they first appear online. This date is shown
with the article in the online table of contents. Because Early View articles are
considered fully complete, please bear in mind that changes cannot be made to an
article after the online publication date even if it has not yet appeared in print.

Beginning January 1, 2007, Veterinary Ophthalmology accepts manuscripts only
through our submission website. To submit a manuscript, please follow the
instructions below:

Getting Started

1. Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 6
or higher, Netscape 7.0, 7.1, or 7.2, Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4) and go
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to the Veterinary Ophthalmology ScholarOne Manuscripts homepage
http://mc.manuscriptcentral.com/vop

2. Log-in or click the 'Create Account' option if you are a first-time user of
ScholarOne Manuscripts.

3. If you are creating a new account:
- After clicking on 'Create Account' enter your name and e-mail information
and click 'Next'. Your e-mail information is very important.
- Enter your institution and address information as prompted then click
'Next.'
- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your
e-mail address as your user ID) and then select your area of expertise.
- Click 'Finish' when done.

4. Log-in and select 'Author Center.'

Submitting Your Manuscript

[

. After you have logged in, click the 'Submit a Manuscript' link on the Author
Center screen.
. Enter data and answer questions as prompted.
. Click on the 'Next' button on each screen to save your work and advance to
the next screen.
4. You will be prompted to upload your files:
- Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer.
- Select the description of the file in the drop down next to the Browse
button.
- When you have selected all files you wish to upload, click the 'Upload'
button.
5. Review your submission (in both PDF and HTML formats) before sending to
the Editors. Click the 'Submit' button when you are done reviewing.

W N

You may stop a submission at any phase and save it to submit later. After
submission, you will receive a confirmation via e-mail. You can also log-on to
ScholarOne Manuscripts at any time to check the status of your manuscript. The
Editors will send you information via e-mail once a decision has been made.A
covering letter, signed by all authors, must be included. This should state that the
work has not been published and is not being considered for publication elsewhere,
and that all authors meet the journal's criteria for authorship (see below).
Information on any financial or other conflict of interest which may have biased the
work should be provided (even if precautions were taken and authors are satisfied
that bias was avoided).

On acceptance, papers become the copyright of the Journal and all accepted papers
must be accompanied by a copyright assignment form.

Authors will be required to assign copyright in their paper to the Journal Title.
Copyright assighment is a condition of publication and papers will not be passed to
the publisher for production unless copyright has been assigned. To assist authors
an appropriate copyright assignment form will be supplied by the editorial office.
(Government employees in both the US and the UK need to complete the Author
Warranty sections, although copyright in such cases does not need to be assigned.)
The form can be found here.


http://mc.manuscriptcentral.com/vop
http://www.blackwellpublishing.com/pdf/vop_caf.pdf
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Manuscript Style

The manuscripts must be in Microsoft Word format (.doc or .docx). The manuscript
(including footnotes, references, figure legends, and tables) must be double-space
typed, using 12-point Times New Roman font, 1-inch margins, and left justification.
Original Research papers and Review Articles should usually not be longer than
5000 words. Viewpoint articles will not normally exceed 2000 words, and reviews of
books and information materials should be less than 1000 words long.

Title Page

The title page should include a descriptive title for the article, the names [first
name, initials of middle name(s), surnames], qualifications and affiliations of all
authors, and the full postal address, fax, e-mail (if available), and telephone
number of the author to whom correspondence should be addressed. A suggested
running title of not more than 50 characters including spaces should be included.

Abstract and Keywords

The abstract should be on a separate page and should not exceed 250 words.
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