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“It is revolutionary for any trans person to choose to be seen and 

visible in a world that tells us we should not exist”. 

 Laverne Cox  
Ativista, atriz norte-americana e produtora de televisão 

  

“It just means your future hasn't been written yet. No one's has.  
Your future is whatever you make it. So, make it a good one.” 

Christopher Lloyd, as Doc Brown.  
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RESUMO  

 

Objetivou-se avaliar os efeitos agudos do cloridrato de ropivacaína no endotélio da 

córnea de equinos saudáveis. Vinte e seis córneas de 13 cavalos, machos ou fêmeas, 

de diferentes idades e provenientes de abatedouro comercial licenciado foram 

aleatoriamente divididas em três grupos compostos por 13 córneas cada. Grupo A: o 

endotélio da córnea foi exposto ao cloridrato de ropivacaína a 0,75% por 60 segundos, 

e o endotélio da córnea do grupo B foi exposto ao cloridrato de ropivacaína a 0,75% por 

15 minutos. Grupo C: o endotélio da córnea foi exposto à solução salina balanceada por 

60 segundos. Após todas as amostras foram lavadas com solução salina balanceada. 

As córneas então foram excisadas com trépano de 8mm e preparadas para avaliação 

com microscopia eletrônica de varredura. Foram obtidas eletromicrofias aleatórias de 

cada amostra. As imagens foram analisadas e com auxílio de um software as áreas com 

ausência de células endoteliais foram mensuradas. Foram descritas as somas das áreas 

em percentagem para cada tratamento (A, B e C) pela média, mediana, desvio padrão, 

mínimo e máximo. Foi avaliada a distribuição das variáveis pelo teste de Shapiro-Wilk 

que apontou distribuição não normal. Foi utilizado para a comparação da soma das 

áreas entre os tratamentos o teste de Friedman. O teste de Wilcoxon foi utilizado para 

detectar as diferenças e o seu valor de P foi corrigido pelo teste de Bonferroni, devido 

às comparações múltiplas realizadas. Foi considerado um nível de significância de 5% 

para as comparações estabelecidas. A média da perda endotelial, expressas em 

percentual em relação à área total, das amostras do grupo A foi 5,28%. A média da 

perda endotelial das amostras do grupo B, expressas em percentual em relação à área 

total, foi 20,39%. O dano no endotélio da córnea foi significativamente maior no grupo B 

comparativamente ao grupo A e C. Com base nos resultados apresentados foi possível 

concluir que o cloridrato de ropivacaína a 0,75% induziu dano agudo nas células do 

endotélio da córnea de equinos.  

   

Palavras-chave: anestesia intracameral, ropivacaína, endotélio da córnea, equinos.  
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ABSTRACT  

 

The aim of the study was to investigate the acute effects of ropivacaine chlorhydrate on 

the corneal endothelium of healthy equines. Twenty-six corneas from 13 horses, males 

and females, of different ages, acquired from a licensed commercial slaughterhouse 

were randomly divided into three groups (13 corneas each). Group A: the corneal 

endothelium was exposed to ropivacaine chlorhydrate at 0.70% during 60 seconds. 

Group B: the corneal endothelium was exposed to ropivacaine chlorhydrate at 0.75% 

during 15 minutes. Group C: the corneal endothelium was exposed to a balanced saline 

solution during 60 seconds. Each sample was washed with a balanced saline solution. 

Corneas were  excised with an 8mm surgical drill bit and prepared for scanning electron 

microscopy. Electromicrographies were collected at random from each sample. Images 

were analyzed using a specific software and regions lacking endothelial cells were 

measured. Total of areas was described for each treatment (A, B and C) through 

percentage, mean, median, standard deviation, minimum and maximum. The distribution 

of variables was evaluated through the Shapiro-Wilk test, which unraveled a non-normal 

distribution. The Friedman test was applied in order to compare the sum of the areas 

between treatments. The Wilcoxon test was used to detect significant differences and, 

due to multiple comparisons, its p-value was corrected by Bonferroni post-hoc test. A 

significance level of 5% was considered significant for the set comparisons. The average 

endothelial loss of samples, expressed in percentage in relation to the total area, was 

5.28% and 20.39% for groups A and B, respectively. The corneal endothelium damage 

was significantly higher in group B, when compared to both groups A and C. Based on 

the present results it is possible to infer that ropivacaine  chlorhydrate at 0.75% induces 

acute damage in corneal endothelial cells of equines.  

  

  

Keywords: intracameral anesthesia, ropivacaine, corneal endothelium, equine.   
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 1. INTRODUÇÃO  

Segundo o censo do IBGE de 2017, o Brasil possui o maior rebanho de equinos 

na América Latina e o terceiro mundial, cerca de 4.218.986 de animais. Em uma 

avaliação retrospectiva sobre facoemulsificação em 41 equinos os autores compararam 

os  resultados visuais levando em consideração a idade dos animais, o implante de lente 

intraocular e a severidade da uveíte. Os mesmos concluíram que nos animais 

portadores de uveíte crônica o resultado visual foi significativamente desfavorável após 

o procedimento cirúrgico. No entanto, a idade avançada no momento da cirurgia e o uso 

de lente intraocular não foram associados com prognóstico desfavorável (EDELMANN 

et al., 2014). Em 2009, com a criação da International Equine Ophthalmology 

Consortium propiciou-se o aprofundamento e o compartilhamento de conhecimento 

entre clínicos e pesquisadores, ajudando a divulgar a importância crescente da 

especialidade (GILGER, 2017).  

Dessa forma é possível afirmar a importância do desenvolvimento da 

oftalmologia veterinária na clínica de equinos e a pesquisa para o desenvolvimento de 

técnicas anestésicas nesta espécie em cirurgia oftalmológica tem grande importância 

por garantir cada vez mais segurança aos procedimentos e contribuir para a crescente 

importância da equinocultura na economia nacional e internacional (GILGER, 2017).  

O uso de visco anestesia ou “trojan anestesia” e anestesia intracameral tem sido 

proposta como uma alternativa aos bloqueios tradicionais, e clinicamente mostrou-se 

adequado e cada da vez mais empregado, devido ao conforto analgésico durante e após 

procedimento (PARK et al., 2010; WANG, 2013). Em um estudo realizado comparando 

viscoanestesia e anestesia intracameral com lidocaína 1%, não houve diferença 

estatisticamente significativa entre pressão intraocular pós-operatória ou perda celular 

e turbidez do humor aquoso entre os dois grupos de estudo, apesar do edema de córnea 

no grupo com viscoanestesia ter ocorrido em maior frequência. Os autores concluíram 

que apesar do conforto os pacientes expostos a viscoanestesia podem ter um risco 

aumentado para descompensação de córnea pós-operatória. Mas devido às limitações 

do estudo, não foi possível determinar se as diferenças entre os dois grupos resultaram 

da proteção de componentes do viscoelástico ou do componente de lidocaína 

(VALIMAKI et al., 2009).  

Num estudo realizado in vitro com fibroblastos foi demonstrado que a lidocaína 

0,25% diminuiu a viabilidade celular e causou degradação do DNA nos fibroblastos 

murino 3T6, enquanto que ropivacaína 0,5% não causou qualquer efeito degenerativo 
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celular ou molecular. Com isso, foi possível estabelecer que in vitro a ropivacaína é 

menos tóxica do que a lidocaína e indicando a necessidade de estudos in vivo para 

avaliar os efeitos da ropivacaína versus a lidocaína em intracameral anestesia em 

cirurgia de catarata (PESCOSOLIDO et al., 2011).  

O uso de adjuvantes que diminuam a toxicidade dos anestésicos locais também 

tem sido estudado. Em um estudo com um uso de adjuvante antioxidante (ferulato de 

sódio, composto empregado na medicina tradicional chinesa) foi demonstrado em 

felinos e in vitro, que este protegeu as células endoteliais da córnea humana de 

citotoxicidade induzida por lidocaína e atenuou a perda de células endoteliais da córnea 

e o espessamento da córnea central dos olhos de gato após injeção intracameral com 

lidocaína 2%. Os autores concluíram que o provável efeito antioxidante do ferulato de 

sódio reduziu as reações citotóxicas e inflamatórias da córnea durante a anestesia 

intracameral (GUOJIAN et al., 2018). Em outro estudo, Trivedi e colaboradores em 2003 

empregaram viscoanestesia e adicionaram o ácido hialurônico à formulação de 

lidocaína (0.5%, 1.0%, ou 1.65%) em coelhos e devido aos efeitos antioxidantes e 

protetores não houve lesão endotelial, corroborando com um estudo mais recente 

realizado avaliando o  epitélio corneal de coelhos in vitro (BUCOLO et al., 2018; 

TRIVEDI et., 2003).  

A única forma de tratamento de catarata em equinos é a remoção da lente 

opacificada e atualmente o procedimento mais utilizado e que apresenta os melhores 

resultados é a facoemulsificação (COLITZ, 2011; BROOKS et al., 2014; TOWNSEND, 

2017). O edema de córnea tem sido apontado como uma importante complicação pós-

operatória da cirurgia de remoção da catarata tanto em humanos quanto em animais 

(EGGELING et al., 2000; NAKANO et al, 2009; EDELMANN et al., 2014). Neste sentido, 

cada vez mais tem crescido os estudos relacionados ao emprego de fármacos 

intraoculares e as suas repercussões endoteliais (TRIVEDI et al, 2003; 

GUTIÉRREZCARMONA et al., 2005; CHANG et al., 2006; PARK et al., 2010; WEN et 

al., 2015; LEE et al., 2016; JIANG et al., 2018). Ao se recorrer à literatura foi encontrado 

apenas um estudo avaliando a ropivacaína 0,75% intraocular (KHAZBAK et al, 2006). 

Objetivou-se avaliar os efeitos agudos do cloridrato de ropivacaína no endotélio da 

córnea de equinos saudáveis utilizando a microscopia eletrônica de varredura.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA   

2.1. Endotélio da córnea  

A córnea é um tecido altamente diferenciado que permite a refração e a 

transmissão da luz. Para tanto, é necessário que sua integridade e transparência sejam 

mantidas. Entre os fatores responsáveis pela manutenção da espessura e da 

transparência corneana incluem-se: ausência de vasos sanguíneos e de pigmentos, 

inervação superficial amielinizada, bem como a organização e o funcionamento regular 

das células epiteliais e endoteliais (WARING et al., 1982; DOUGHTY, 1989).   

O endotélio da córnea é uma monocamada de células poligonais interligadas 

que compõe a superfície posterior da córnea (YEE et al., 1987; PIGATTO et al., 2004; 

PIGATTO et al., 2006; DELMONTE & KIM, 2011). A integridade e a atividade metabólica 

dessa camada são essenciais para a manutenção da transparência da córnea (WARING 

et al., 1982; TUFT & COSTER, 1990; JOYCE, 2003; JOYCE, 2012). As alterações nas 

células endoteliais podem ocorrer em função do envelhecimento, de doenças oculares 

e de fármacos ou procedimentos cirúrgicos intraoculares (WARING et al., 1982; TUFT 

& COSTER, 1990; ABIB, 2000). O endotélio é o responsável pela manutenção da 

desidratação da córnea, fator fundamental para a sua transparência.  

O endotélio possui capacidade limitada de regeneração na maioria das espécies 

e a sua reposição ocorre normalmente pelo aumento no tamanho das células endoteliais 

adjacentes à área lesionada (ABIB & BARRETO, 2001). Na maioria das espécies, 

quando ocorre perda de células endoteliais, as células remanescentes se alargam e se 

espalham para cobrir a superfície posterior da córnea, o que acarreta decréscimo na 

densidade celular (COLIN & COLIN, 1998; YEE et al., 1987; TUFT & COSTER, 1990).  

Quando a perda das células ultrapassa a capacidade de compensação pelas 

células remanescentes, tem-se como resultado edema de córnea que compromete a 

sua transparência, podendo ocasionar a perda da visão (ABIB & BARRETO, 2001). O 

intervalo de tempo entre óbito e da adequada visualização da córnea e estruturas é de 

seis horas em média, observado em estudos que avaliaram a preservação de córneas 

humanas para transplante (SIT et al., 2001; FARIAS, 2007), garantindo que a mesma 

se comporte como um tecido in vivo até este período.  

A perda de células endoteliais devido à lesão e ou doença, trauma cirúrgico ou 

envelhecimento leva à substituição por aumento e migração de células endoteliais 

adjacentes, em vez de replicação. O número total de células é reduzido, levando ao 

surgimento de células endoteliais anormalmente grandes (polimegatismo) e de forma 
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anormal (pleomorfismo). As junções apertadas são mantidas entre as células durante 

essa migração, e após o fechamento da ferida, os locais de bomba de sódio / 

potássioadenosina trifosfato (Na + / K + -ATPase) são aumentados, mantendo as 

funções eficazes de barreira e de bomba, na tentativa de que a densidade celular seja 

maior que a densidade crítica de 400 a 700 células /mm2 que ainda são capazes de 

prover a desidratação da córnea mantendo-a livre de opacidade (CLODE et al., 2011). 

O avanço da idade não provocou aumento da espessura da córnea de equinos, 

comprovando que a funcionalidade do endotélio se manteve preservada (ANDREW et 

al., 2001).  

  

2.2. Métodos de avaliação endotelial  

Para a avaliação morfológica e morfométrica do endotélio corneano de humanos 

e de animais são empregados vários métodos incluindo, a microscopia especular, a 

microscopia confocal, a microscopia óptica e a microscopia eletrônica de varredura 

(GWIN et al., 1982; COLLIN & COLLIN, 1998; ABIB & BARRETO, 2001; PIGATTO et 

al., 2005a; PIGATTO et al., 2006; FRANZEN et al., 2010; FAGANELO et al., 2016). Com 

estes métodos é possível analisar, principalmente, a estimativa da densidade endotelial, 

o tamanho e a forma de das células do endotélio, bem como estudar os efeitos de 

fármacos ou de procedimentos cirúrgicos sobre o endotélio (EGGELING et al., 2000; 

CAÇA et al., 2006; SCHELLINI et al., 2007; LEDBETTER et al., 2009; TERZARIOL et 

al., 2016; SEGARRA et al., 2018).  

A microscopia especular é o método de avaliação mais comumente utilizado para 

obtenção de informações sobre a morfologia e a morfometria das células do endotélio 

da córnea, no pré e pós-operatório da cirurgia de catarata, nas ceratoplastias e no 

acompanhamento de doenças endoteliais (WARING et al., 1980; ABIB & BARRETO, 

2001; SHENG & BULLIMORE, 2007). Essa técnica têm sido utilizada também em 

estudos relacionados à morfologia corneana (OJEDA et al., 2001), à toxicidade de 

fármacos intracamerulares (LIOU et al., 2004) e na avaliação do endotélio de diferentes 

espécies (PIGATTO et al., 2006, FRANZEN et al., 2010, ALBUQUERQUE et al., 2015; 

BERCHT et al., 2015). A microscopia especular pode ser realizada através da utilização 

de microscópios de contato e de microscópios de não contato. (LAING et al., 1976; ABIB 

& BARRETO, 2001).  

Em humanos, a densidade endotelial no recém-nascido é de 3.500 a 4.000 

células por mm2 e no adulto diminui para 1.400 a 2.500 células por mm2. Observa-se 

que com o avanço da idade ocorre um decréscimo na densidade endotelial (ABIB & 
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BARRETO, 2001). Em contrapartida, a área celular média e a variação do tamanho 

aumentam (GWIN et al., 1982; ABIB, 2000). As córneas com densidade endotelial entre 

400 a 700 células por mm2 tem o seu funcionamento prejudicado e desenvolvem edema 

de córnea.  Em outros animais, como os cães, gatos, coelhos, cavalos e macacos 

também foram observados os mesmos padrões de alterações endoteliais verificados em 

dos indivíduos humanos com o avanço da idade (PEIFER et al., 1981; GWIN et al., 

1982; ANDREW et al., 2001; RODRIGUES et al., 2006; FRANZEN, 2010; 

ALBUQUERQUE et al., 2015; BERCHT et al., 2015). Num estudo onde foi analisada a 

morfologia endotelial de diferentes regiões da córnea de equinos empregando os 

corantes vitais foi possível concluir que não existe diferença significativa entre as regiões 

central e periférica da córnea de equinos saudáveis (FAGANELLO et al., 2016). Essa 

técnica com corantes vitais também tem sido empregada para análise do endotélio da 

córnea de cães (HÜNNING et al., 2018).   

Silva e colaboradores (2018), empregando o vermelho de alizarina e a 

microscopia óptica, investigaram os efeitos da indocianina verde nas células do 

endotélio da córnea de equinos. Esses autores concluíram que a indocianina verde a 

0,5% não causou dano agudo nas células do endotélio da córnea de equinos. A 

microscopia eletrônica de varredura tem sido amplamente utilizada em estudos 

relacionados à morfologia corneana, à toxicidade de fármacos intracamerulares, à 

eficácia de meios de preservação da córnea e na avaliação da ultraestrutura do 

endotélio de diferentes espécies (OJEDA et al., 2001; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO 

et al., 2005a; PIGATTO et al., 2005b; CAÇA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2006; 

SCHELLINI et al., 2007; PIGATTO et al., 2009; TAMAYO-ARANGO et al., 2009; 

TERZARIOL et al., 2016).  

Com essa metodologia é possível avaliar a morfologia celular, as bordas das 

células e o padrão do mosaico endotelial (DOUGHTY, 1989). Entre os parâmetros de 

avaliação do endotélio possíveis de serem estudados por esta técnica, encontram-se a 

área celular média, a densidade de células endoteliais, o coeficiente de variação da área 

celular média e a porcentagem de células hexagonais (GWIN et al., 1982; PIGATTO et 

al., 2004).  
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2.3. Anestesia local em oftalmologia  

Em cães e gatos os bloqueios mais citados na literatura para cirurgias do globo 

ocular são o bloqueio peribulbar, o bloqueio retrobulbar, os bloqueios dos nervos 

oftálmico, lacrimal e zigomático. Esses bloqueios requerem destreza e preparo do 

anestesista, porém existe o risco, embora pequeno, de complicações como hemorragia 

retrobulbar, principalmente quando a abordagem é retrobulbar (KLAUMANN & OTERO, 

2013). Em abordagens retrobulbares há a possibilidade de perfuração do globo ocular, 

amaurose contralateral e anestesia do tronco cerebral e coma (OLIVER, et al., 2013; 

SHILO-BENJAMINI, 2019).  

A lidocaína é um anestésico local do tipo amida, é o anestésico mais utilizado 

em bloqueios e na administração intracameral (LIOU et al., 2004; BORAZAN, et al., 

2009; FERNANDES et al., 2013; GUAY et al., 2015; LEE et al 2016). Seu efeito também 

é obtido por inibição reversível dos canais de sódio, sua lipossolubilidade é da ordem 

de 3,6 e seu tempo de ação médio é de 12 minutos. Em concentrações de 1, 2 e 4%, 

apresentando efeito dose dependente, promove a inibição de crescimento bacteriano, 

ao contrário da ropivacaína que não há evidências desta característica (KLAUMANN & 

OTERO, 2013).  

A anestesia tópica com proparacaína 0,5% e tetracaína 0,5% a 1%, promove 

insensibilização rápida e o tempo de duração da analgesia dura em torno de 15 minutos 

(KLAUMANN & OTERO, 2013). Num estudo realizado em humanos, utilizando-se a 

anestesia intracameral com lidocaína 2% em procedimentos de facoemulsificação, 

foram avaliados 106 pacientes (73,6% do sexo feminino), com idade média de 65,9 

anos, não houve relato de qualquer dor transoperatória em 68,9% dos casos, e 98,10% 

dos pacientes negaram dor pósoperatória, além da ausência de intercorrências trans e 

pós-operatórias (FERNANDES et al., 2013).  

O emprego de anestesia intracameral com lidocaína é frequentemente utilizada, 

pois somente a anestesia tópica sobre a córnea muitas vezes é insuficiente. Isto se deve 

porque o nervo trigêmio termina na córnea e na conjuntiva. A administração intracameral 

é necessária para evitar a irritação dos nervos ciliares durante a manipulação ocular. E 

outro fator importante para a indicação desta técnica é que o anestésico local 

intracameral favorece a midríase (GUTARRA et al., 2011; AMORIM et al., 2018).  

Em outro estudo em humanos associando a anestesia tópica com injeção de 

lidocaína 2% na câmara anterior para facectomia por facoemulsificação realizada sob 

sedação consciente, concluiu-se que a técnica promoveu analgesia importante e com 

segurança (FERNANDES et al., 2013), porém neste estudo não houve avaliação do 
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dano endotelial, apenas o grau de satisfação dos pacientes submetidos a esta 

modalidade anestésica.  

Embora em alguns estudos o emprego da anestesia intracameral tenha se 

mostrado seguro sem significativa alteração na  pressão intraocular, espessura da 

córnea, densidade de células endoteliais ou características morfológicas (GERDING et 

al, 2004, FERNANDES et al., 2013; GUAY et al., 2015; LEE et al., 2016) quando 

comparado com outras técnicas anestésicas, vale ressaltar que na prática clínica, e em 

humanos, o anestésico mais empregado seria a lidocaína 1% que apresenta menos 

toxicidade comparada a outros anestésicos e concentrações. (LIOU et al., 2004; 

BORAZAN et al., 2009; LEE et al., 2016).  

Diversos fatores intraoperatórios na facoemulsificação, como o tempo de 

ultrassom, o calor gerado na incisão e a anestesia intracameral podem induzir danos na 

integridade do endotélio resultando em edema e subsequente opacidade corneana 

muitas vezes irreversíveis (BORAZAN et al., 2009; VALIMAKI et al., 2009; GUAY et al, 

2015; COLITZ et al., 2011).  

Além dos fatores mecânicos decorrentes da técnica cirúrgica, os anestésicos 

locais podem causar lesão endotelial como citado em um experimento que se empregou 

lidocaína 2%, ropivacaína 1% e bupivacaína 0,75%, administrados por via intraocular 

em coelhos. Os autores observaram a ocorrência de alterações morfológicas das células 

em um curto período, além da diminuição da contagem endotelial corneana e aumento 

da taxa de apoptose, porém houve recuperação em sete dias (BORAZAN et al., 2009). 

No entanto, em coelhos a reparação endotelial ocorre não somente por hipertrofia 

celular, mas também por mitose durante toda vida, sendo das espécies estudadas a que 

apresenta maior capacidade de regeneração endotelial (HIRSCH et al., 1975), sendo 

necessários estudos avaliando a toxicidade em outras espécies ao que se refere ao 

dano celular causado pelos fármacos.  

A concentração e o tempo de exposição também têm influência no grau das 

lesões endoteliais da córnea. Como corrobora o estudo realizado em culturas de células 

endoteliais de coelhos, com diferentes anestésicos, concentrações e tempos de 

exposição, concluiu-se que quanto maior a concentração de lidocaína, mais severas 

foram as alterações morfológicas e quanto maior o tempo de exposição, maiores foram 

as perdas de células endoteliais da córnea (CHANG et al., 2006). Em outro estudo, 

administrando-se lidocaína a 1% intracameral, não foram observadas modificações 

significativas no endotélio da córnea de coelhos (LIOU et al., 2004).  
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Com emprego da proparacaína foram observados efeitos deletérios no potencial 

transmembrana mitocondrial (MTP) das células do endotélio da córnea humana in vitro 

além de efeitos de ativação nas caspase-3, -8 e -9. Neste estudo, observou-se também 

que a proparacaína tem uma citotoxicidade notável tanto para as células humanas in 

vitro como para as células endoteliais de felino in vivo. Estes achados proporcionam 

novos rumos sobre a citotoxicidade e o efeito indutor de apoptose dos anestésicos 

locais, os quais devem ser usados com grande cautela na clínica oftalmológica (WEN 

et al., 2015).  

A irrigação intracameral com soluções frias, embora questionável, tem sido 

reportada como segura e uma alternativa ao uso de anestésicos locais para promover 

analgesia. Além disso, foi observada recuperação mais rápida do edema corneano em 

pacientes submetidos à irrigação com soluções geladas durante a facoemulsificação 

(GUTIÉRREZ-CARMONA & ÁLVAREZ-MARIN, 2005; ZHANG et al., 2009; 

TORRESMORENO, 2009).  Em 2013, Biaggi avaliou a segurança e as vantagens da 

crioanestesia em cirurgia de catarata concluindo que não houve diferença no controle 

da intensidade da dor durante procedimento de facoemulsificação com o uso de 

anestesia tópica e solução de irrigação ocular em temperatura ambiente. Este mesmo 

autor observou também que não houve diferenças estatísticas entre variáveis 

específicas estudadas, como contagem celular endotelial, espessura corneana, ganho 

de visão, tempo de cirurgia, volume de irrigação, tempo de ultrassom e poder de 

ultrassom com o uso das diferentes técnicas anestésicas testadas nos grupos, 

concluindo que as vantagens da crio anestesia ainda permanecem questionáveis. 

Porém seu uso e associação com anestesia local para minimizar o dano endotelial ainda 

não foram testados.  

A ropivacaína é um anestésico local, do tipo amida, de longa duração e seu efeito 

se dá por uma inibição reversível do influxo dos íons sódio nas fibras nervosas. 

Apresenta um alto grau de diferenciação motor sensorial, que pode ser útil quando o 

bloqueio motor é indesejável (KUTHIALA & CHAUDHARY, 2011). A ropivacaína tem um 

centro quiral que é o S-(-)-enantiômero puro. Quanto à osmolaridade, em um estudo, o 

endotéilio corneano de humanos e coelhos foi perfundido com solução salina 

balanceada em diferentes osmolaridades, e observaram que o endotélio corneano pode 

tolerar soluções com osmolaridade de 200 a 400 mOsm/L sem ruptura celular, desde 

que íons essenciais estejam presentes (EDELHAUSER,1981), A ropivacaína possuindo 

pKa de 8,1 e razão de distribuição de 141 (25oC noctanol/tampão fosfato pH 7,4), e 

274.4 g/mol se mostra na faixa de osmolaridade tolerável pelo endotélio da córnea. Além 

disso, a curta duração da a lidocaína necessita administração repetida de doses, 
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especialmente durante a cirurgia de catarata, com isso a a ropivacaína apresenta uma 

alternativa válida à bupivacaína tradicional e à lidocaína. Em um estudo comparando a 

ropivacaína 0,75% e a bupivacaína 0,5%, em um bloqueio oftálmico, a ropivacaína 

apresentou vantagens como longa duração de ação e efeito vasoconstritivo. A 

ropivacaína foi tão eficaz na anestesia durante a cirurgia de catarata quanto a 

bupivacaína. Foi possível concluir que ambos os agentes anestésicos são equivalentes 

na sua eficácia e apresentam a vantagem de ter uma melhor margem de segurança e 

menor toxicidade do que outros agentes anestésicos locais comparáveis (KASHYAP et 

al., 2018).  
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3.  OBJETIVOS  

Com o presente estudo pretendeu-se avaliar os efeitos do cloridrato de 

ropivacaína 0,75% sobre a ultraestrutura do endotélio da córnea de equinos utilizando 

a microscopia eletrônica de varredura para identificar e quantificar as lesões endoteliais, 

valendo-se de análise morfométrica e verificar se existe diferença significativa no dano 

das células do endotélio da córnea de equinos com diferentes tempos de exposição.  
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Resumo  

Objetivou-se avaliar os efeitos agudos do cloridrato de ropivacaína no endotélio da 
córnea de equinos saudáveis. Vinte e seis córneas de 13 cavalos, machos ou fêmeas, 
de diferentes idades e provenientes de abatedouro comercial licenciado foram 
aleatoriamente divididas em três grupos compostos por 13 córneas cada. Grupo A: o 
endotélio da córnea foi exposto ao cloridrato de ropivacaína a 0,75% por 60 segundos, 
e o endotélio da córnea do grupo B foi exposto ao cloridrato de ropivacaína a 0,75% por 
15 minutos. Grupo C: o endotélio da córnea foi exposto à solução salina balanceada por 
60 segundos. Após todas as amostras foram lavadas com solução salina balanceada. 
As córneas então foram excisadas com trépano de 8mm e preparadas para avaliação 
com microscopia eletrônica de varredura. Foram obtidas eletromicrofias aleatórias de 
cada amostra. As imagens foram analisadas e com auxílio de um software áreas com 
ausência de células endoteliais foram mensuradas. Foram descritas as somas das áreas 
em percentagem para cada tratamento (A, B e C) pela média, mediana, desvio padrão, 
mínimo e máximo. Foi avaliada a distribuição das variáveis pelo teste de Shapiro-Wilk 
que apontou distribuição não normal. Foi utilizado para a comparação da soma das 
áreas entre os tratamentos o teste de Friedman. O teste de Wilcoxon foi utilizado para 
detectar as diferenças e o seu valor de P foi corrigido pelo teste de Bonferroni, devido 
às comparações múltiplas realizadas. Foi considerado um nível de significância de 5% 
para as comparações estabelecidas. A média da perda endotelial, expressas em 
percentual em relação à área total, das amostras do grupo A foi 5,28%. A média da 
perda endotelial das amostras do grupo B, expressas em percentual em relação à área 
total, foi 20,39%. O dano no endotélio da córnea foi significativamente maior no grupo B 
comparativamente ao grupo A e C. Com base nos resultados apresentados foi possível 
concluir que o cloridrato de ropivacaína a 0,75% induziu dano agudo nas células do 
endotélio da córnea de equinos.  

  

Palavras-chave: anestesia intracameral, ropivacaína, endotélio da córnea, equinos.  

  

 Introdução  

O uso de visco anestesia ou “trojan anestesia” e anestesia intracameral tem se 

tornado frequente como alternativa aos bloqueios tradicionais pela facilidade de ser 

empregado e pelo conforto analgésico durante e após o procedimento (PARK et al., 

2010; WANG, 2013). No entanto, em um estudo comparando viscoanestesia e anestesia 

intracameral com lidocaína 1%, não houve diferença estatisticamente significativa entre 

pressão intraocular pós-operatórias, perda celular e turbidez do humor aquoso entre os 

dois grupos de estudo, apesar do o edema no grupo com viscoanestesia ter ocorrido 
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em maior frequência. Os autores que apesar do conforto, os pacientes expostos a 

viscoanestesia podem ter uma maior predisposição ao edema de córnea pós-operatório. 

No entanto, devido às limitações do estudo, não foi possível determinar se as diferenças 

entre os dois grupos resultaram da proteção de componentes do viscoelástico ou do 

componente de lidocaína (VALIMAKI et al., 2009).  

Num estudo in vitro com fibroblastos (células precursoras endoteliais) foi possível 

observar que a lidocaína 0,25% diminuiu a viabilidade celular e causou degradação do 

DNA nos fibroblastos murino 3T6, enquanto que ropivacaína 0,5% não causou qualquer 

efeito degenerativo celular ou molecular. Os autores concluíram que in vitro a 

ropivacaína é menos tóxica do que a lidocaína a estas células e indicando a 

necessidade de estudos in vivo para avaliar os efeitos da ropivacaína versus a lidocaína 

em anestesia intracameral em cirurgia de catarata (PESCOSOLIDO et al., 2011).  

O efeito citotóxico dos anestésicos locais tem sido recentemente estudado em 

diversas linhagens celulares normais e tumorais (TIAN et al., 2016; KANG, et al., 2016). 

Com emprego da proparacaína foram observados efeitos deletérios no potencial 

transmembrana mitocondrial (MTP) das células do endotélio da córnea humana in vitro 

além de efeitos de ativação nas caspase-3, -8 e -9. Neste estudo, observou-se também 

que a proparacaína tem uma citotoxicidade notável tanto para as células humanas in 

vitro como para as células endoteliais de felino in vivo (WEN et al., 2015).    

Estes achados proporcionam novos rumos sobre a citotoxicidade e o efeito 

indutor de apoptose dos anestésicos locais, que indicam que a toxicidade depende do 

agente, concentração e tempo de exposição (LIOU et al., 2004; CAÇA et al, 2006; 

CHANG et al., 2006;  BORAZAN, 2009) e há uma tendência que a viabilidade celular 

não seja afetada pela acidez dos anestésicos (KANG, 2016). Em razão destes fatos, o 

uso intracameral de anestésicos locais deve ser visto com grande cautela, 

principalmente na espécie equina onde há carência de estudos sobre os possíveis 

efeitos citotóxicos dos anestésicos locais sob o endotélio da córnea.  

Com o presente estudo objetivou-se avaliar os efeitos agudos do cloridrato de 

ropivacaína no endotélio da córnea de equinos saudáveis.   

  

Material e métodos  

Foram estudadas 26 córneas de 13 equinos (Equss ferus caballus), machos ou 

fêmeas, com diferentes idades provenientes do Frigorífico Foresta Ltda, São Gabriel, 

RS, Brasil. Os animais foram abatidos em matadouro frigorífico, com Serviço de 
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Inspeção Federal de acordo com os preceitos técnicos e humanitários vigentes na 

legislação específica. O experimento foi realizado de acordo com as normas da 

Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) e aprovado pela 

Comissão de Pesquisa da Faculdade de Veterinária da UFRGS. Imediatamente após o 

abate todos os olhos foram submetidos à prova da fluoresceína (Fluoresceína sódica 

1%, Allergan®). Os bulbos oculares que apresentaram evidência de doença ocular 

foram excluídos.  Imediatamente após o exame ocular foi realizada enucleação e os 

bulbos oculares mantidos em câmara úmida até a coleta das córneas. Os botões 

corneoesclerais foram removidos com bisturi e tesoura e as córneas então excisadas 

com trépano de 8 mm de diâmetro, sendo 3 amostras de cada animal (olho direito: grupo 

controle e olhos esquerdos 2 amostras centrais das córneas).   

As amostras foram distribuídas aleatoriamente em três grupos compostos por 26 

bulbos oculares cada. O grupo C foi o grupo controle e composto pelas córneas dos 

bulbos oculares esquerdos. Os grupos A e B foram os grupos tratamentos e formado 

pelas córneas dos bulbos oculares direitos. Nas córneas do grupo C instilou-se 0,5ml 

de solução salina balanceada (Halex Istar®, solução oftálmica, Goiânia, GO) durante 15 

minutos. As córneas do grupo A foram expostas ao cloridrato de ropivacaína 0,75%, por 

um minuto e após foi realizada a irrigação com solução salina balanceada. As córneas 

do grupo B foram expostas ao cloridrato de ropivacaína 0,75% durante 15 minutos, e 

após foram irrigadas com solução salina balanceada.  

Posteriormente, todas as amostras foram mantidas em glutaraldeído a 2,5%, em 

tampão cacodilato de sódio 0,1M e pH 7,4. O preparo e a análise das córneas foram 

realizados junto ao Centro de Microscopia e Microanálise (CMM) da UFRGS. As 

amostas foram removidas da solução de glutaraldeído, lavadas em solução tampão de 

cacodilato de sódio e desidratadas em concentrações ascendentes de acetona (30, 50, 

70, 80, 90 por 10min em cada uma das concentrações e por 20 min a 90% novamente). 

Após as amostras ficaram 30 min em acetona 100% e foram submetidas à secagem em 

ponto crítico com dióxido de carbono líquido.  As amostras foram fixadas em stubs com 

fita adesiva e metalizadas com ouro-paládio. As superfícies endoteliais posteriores 

foram examinadas com microscópio eletrônico de varredura (JSM 6060, JEOL, Tokyo, 

Japan) operando a 15 kV. De cada amostra foram obtidas cinco eletromicrografias com 

aumentos de 950x. Ocasionalmente, foram obtidas imagens com aumento de 30x para 

ter uma visão panorâmica de cada amostra. A área celular total das eletromicrografias, 

bem como a delimitação da área desprovida de endotélio foi obtida empregando-se o 

software ImageJ® (ImageJ 1.51k). As áreas desprovidas de células endoteliais foram 

calculadas. Todas as análises foram realizadas pelo mesmo examinador.  
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Foram digitados os dados no programa Excel e posteriormente exportados para 

o programa SPSS v. 20.0 para análise estatística. Foram descritas as somas das áreas 

para cada tratamento (A, B e C) expressas em percentual em relação à área total pela 

média, mediana, desvio padrão, mínimo e máximo. Foi avaliada a distribuição das 

variáveis pelo teste de Shapiro-Wilk que apontou distribuição não normal. Foi utilizado 

para a comparação da soma das áreas expressas em percentual do total entre os 

tratamentos o teste de Friedman. O teste de Wilcoxon foi utilizado para detectar as 

diferenças e o seu valor de P foi corrigido pelo teste de Bonferroni, devido às 

comparações múltiplas realizadas. Foi considerado um nível de significância de 5% para 

as comparações estabelecidas.  

  

Resultados  

Com a microscopia eletrônica de varredura foi possível observar, analisar e obter 

imagens do endotélio da córnea em todas as amostras analisadas. Nas amostras do  

grupo controle não foram observadas áreas com dano endotelial e o padrão regular das 

células endoteliais foi observado em todas as amostras (Figura 1).  Foram observadas 

perdas endoteliais tanto nas amostras do grupo A, quanto nas amostras do grupo B 

(Figuras 2 e 3). A média da perda endotelial, expressa em percentual em relação à área 

total, das amostras do grupo A foi 5,28%. A média da perda endotelial das amostras do 

grupo B, expressas em percentual em relação à área total, foi 20,39%. Foram coletados 

os dados de 13 animais nas condições A, B e C, e a soma das áreas expressas em 

percentual do total foram descritas na Tabela 1. Houve diferença estatisticamente 

significativa entre os tratamentos A, B e C (P<0,001).  Os valores encontrados na soma 

das áreas expressas em percentual são mais altos no B quando comparado com o A 

(P=0,006) e comparado com o C (P=0,003). Houve diferença significativa também entre 

os valores encontrados no A em relação ao C (P=0,005). Na Figura 4 encontra-se a 

representação gráfica da Tabela 1.   
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Tabela 1.- Tabela descritiva e comparativa da somas das áreas das perdas endoteliais, 

expressas em percentual, do endotélio da córnea de equino dos grupos A, B e C. 

Comparação pelo teste de Friedman (P<0,001) 

                       A        B        C 

Média  5,28  20,39  0  

Mediana  2,93  19,04  0  

Desvio padrão  5,49  10,46  0  

Mínimo  0,00  3,44  0  

Máximo  16,69  38,79  0  

Comparação pelo teste de Friedman (P<0,001)  

 

 

 
Figura 1. Eletromicrografia de varredura do endotélio da córnea de equino do grupo controle. 

Observam-se células poligonais e padrão regular do endotélio da córnea e ausência de dano 

endotelial. Aumento original de 950 X; Barra = 20 µm. 
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Figura 2. Eletromicrografia de varredura do endotélio da córnea de equino do grupo A. Observam-se 

células poligonais e área de perda celular de 1,78%. Aumento original de 950 X; Barra = 20 µm. 

 

 

Figura 3. Eletromicrografia de varredura do endotélio da córnea de equino do grupo A. Observam-se 

células poligonais e área de perda celular de 17,97%. Aumento original de 950 X; Barra = 20 µm. 
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Figura 4. Dados em “boxplot” referentes a soma das áreas das perdas celulares, expressas em 

percentual, do endotélio da córnea de equino dos grupos A, B e C. 

   

 

Discussão e conclusão  

Com relação à anestesia intracameral em humanos e em outras espécies de 

animais foram realizados estudos avaliando a toxicidade endotelial e o conforto dos 

pacientes (TAN & BURTON, 2000; BORAZAN et al., 2009; PARK et al., 2010; GUAY et al., 

2015;).  No entanto, no que diz respeito à espécie equina e aos anestésicos intracamerais 

existe uma carência de pesquisas tanto in vitro quanto in vivo. Essa evidência e a 

importância do tema auxiliaram na motivação para realização do presente estudo. Optou-

se pelo uso de bulbos oculares de equinos provenientes de abatedouro por questões éticas 

e econômicas. O estudo realizado in vitro fez com que não fossem sacrificados animais 

somente para este fim. Além disso, estudos prévios realizados em olhos de animais 

admitiram que em até seis horas após a morte o endotélio pode ser analisado sem que 

ocorram alterações estruturais nessa camada (SIT et al., 2001; FARIAS, 2007; PIGATTO 

et al., 2008; FRANZEN et al., 2010; FAGANELLO et al., 2016).   

As técnicas in vitro para a análise endotelial tem se mostrado cada vez mais uma 

alternativa ao emprego de animais vivos para avaliação da toxicidade de fármacos 

intraoculares na córnea (PESCOSOLIDO et al., 2011; TERZARIOL et al., 2016; WEN et 

al., 2015; SILVA et al., 2018; JIANG et al., 2018). No presente estudo, optou-se por manter 

a ropivacaína e contato direto com o endotélio da córnea com o intuito de verificar se a 



 

29 
 

mesma induziria dano endotelial. Em estudos prévios esta metodologia já foi empregada 

com bons resultados (KHAZBAK et al., 2006; CAÇA et al., 2006; PESCOSOLIDO et al., 

2011; WEN et al., 2015; TERZARIOL et al., 2016; SILVA et al., 2018). Em outros estudos 

porem foi realizada a injeção intracameral da substância testada (BORAZAN et al., 2009). 

Com isso, a diluição da substância no humor aquoso poderia minimizar seus efeitos tóxicos 

no endotélio. Por esse motivo e pelo fato de ser um fármaco que nunca fora testado em 

equinos, optou- se pela trepanação da córnea e exposição direta do anestésico com o 

endotélio.  

No presente estudo, a metodologia empregada mostrou-se viável permitindo a 

obtenção de imagens, a análise e a quantificação das perdas celulares endoteliais. Na 

espécie equina o procedimento cirúrgico para remoção da catarata tem sido amplamente 

executado (EDELMANN et al., 2014; Brooks et al, 2014; TOWNSEND, 2017). A 

importância da escolha de técnicas e fármacos com menor toxicidade é imprescindível em 

decorrência de múltiplos fatores intraoperatórios da cirurgia de facoemulsificação, como o 

tempo de ultrassom, o calor gerado na incisão, a anestesia intracameral e outros fármacos 

podem induzir danos na integridade do endotélio resultando em edema e subsequente 

opacidade corneana muitas vezes irreversíveis (KHAZBAK et al., 2006; BORAZAN et al., 

2009; VALIMAKI, et al., 2009; GUAY et al., 2015; NAUTSCHER,  et al., 2015; LEE et al., 

2016).  

A ropivacaína é um anestésico local, do tipo amida, de longa duração e seu efeito 

se dá por uma inibição reversível do influxo dos íons sódio nas fibras nervosas. Apresenta 

um alto grau de diferenciação motor sensorial, que pode ser útil quando o bloqueio motor 

é indesejável (KUTHIALA et al., 2011). A ropivacaína tem um centro quiral que é o S-(-

)enantiômero puro. A ropivacaína possui pKa de 8,1 e razão de distribuição de 141 (25oC 

noctanol/tampão fosfato pH 7,4), 274.4 g/mol e não contem conservantes na sua 

formulação disponível. Este fármaco nesta concentração é amplamente empregado na 

realização de bloqueios em oftalmologia por promover analgesia em alguns pacientes por 

até 12 horas, sendo superior à lidocaína (KUTHIALA et al., 2011). A ropivacaína 1% quando 

comparada a lidocaína 2% se mostra mais efetiva em promover analgesia, e não promove 

perda da densidade endotelial significativa em humanos (MARTINI et al., 2002; IACOBELLI 

et al., 2005).  

Em concentrações de 0,1% a 0,5% já foi demonstrada em alguns estudos a sua 

segurança e analgesia em um estudo utilizando-se concentração de 0,2%, porém em 

concentrações de 1% a ropivacaína induziu lesões no endotélio corneano de outras 

espécies (SOKER et al., 2004; CAÇA et al., 2006; BORAZAN et al., 2009; PESCOSOLIDO 
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et al., 2011; KLAMT, 2003). Em apenas um estudo a ropivacaína 0,75% foi empregada e 

demostrou toxicidade no endotélio da córnea em coelhos (KHAZBAK et al., 2006).  

Das técnicas empregadas para a comprovação da toxicidade de fármacos no 

endotélio da córnea destacam-se a microscopia óptica associada ao vermelho de alizarina 

e a microscopia eletrônica de varredura (EGGELING et al., 2000; TRIVEDI et al., 2003; 

CAÇA et al., 2006; SCHELLINI et al., 2007; LEDBETTER et al., 2009; SEGARRA et al., 

2018; SILVA et al., 2018;). O emprego da microscopia óptica após a coloração do endotélio 

com corantes vitais tem se mostrado uma forma simples, rápida e prática para detectar 

danos celulares bem como para analisar o formato das células endoteliais (FAGANELLO 

et al., 2016).   

No presente estudo, fez-se a opção pela microscopia eletrônica de varredura por 

esta já ter sido amplamente utilizada em estudos relacionados à morfologia corneana, à 

toxicidade de fármacos intracamerais, à eficácia de meios de preservação da córnea e na 

avaliação da ultraestrutura do endotélio de diferentes espécies (OJEDA et al., 2001; 

PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO et al., 2005; RODRIGUES et al., 

2006; PIGATTO et al., 2009; TAMAYO-ARANGO et al., 2009; TERZARIOL et al., 2016). A 

vantagem desta técnica está na facilidade da avaliação da morfologia e das bordas 

celulares, além do padrão mosaico endotelial (DOUGHTY, 1989). Entre os parâmetros de 

avaliação do endotélio, possíveis de serem estudados por esta técnica, encontram-se a 

área celular média, a densidade de células endoteliais, o coeficiente de variação da área 

celular média e a porcentagem de células hexagonais (GWIN et al., 1982; PIGATTO et al., 

2004).  

Neste experimento foi possível visualizar efeitos tóxicos agudos causados pela exposição 

direta do cloridrato de ropivacaína tanto nas amostras expostas durante 1 minuto, quanto 

nas amostras expostas durante 15 minutos. O percentual de dano celular e foi mais elevado 

nas amostras provenientes do grupo B. No entanto, quando comparado com o grupo 

controle a ropivacaína induziu danos celulares significativos e grandes áreas com 

exposição da membrana de Descemet foram observadas.  

Lesões semelhantes no endotélio da córnea já foram documentadas em outros 

estudos empregando-se anestésicos locais (TAN & BURTON, 2000; EGGELING et al. 

2000; KHAZBAK et al., 2006; TIAN, et al., 2016).  Embora em alguns estudos o emprego 

da anestesia intracameral tenha se mostrado seguro sem significativa alteração na  

pressão intraocular, espessura da córnea, densidade de células endoteliais ou 

características morfológicas (GERDING et al, 2004, FERNANDES et al., 2013; GUAY et 

al., 2015; LEE et al., 2016) quando comparado com outras técnicas anestésicas, vale 
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ressaltar que na prática clínica, e em humanos, o anestésico mais empregado seria a 

lidocaína 1% que apresenta menos toxicidade comparada a outros anestésicos e 

concentrações. (LIOU et al., 2004; BORAZAN et al., 2009; LEE et al., 2016).  

Outro ponto a ser considerado é a possibilidade da presença de radicais livres, 

mesmo em preparações livres de conservantes, que poderiam atuar sinergicamente no 

aumento do dano endotelial (LOCKINGTON et al., 2010). Uma tendência atual é o emprego 

de fármacos adjuvantes para minimizar o dano dos anestésicos locais e radicais livres, 

alguns estudos tem testado o uso de antioxidantes como por exemplo o ácido ascórbico, 

ácido hialurônico e ácido ferulico, com resultados promissores na redução do dano 

endotelial e epitelial dos anestésicos locais (TRIVEDI et al., 2003; TIAN, et al., 2016; 

GUOJIAN et al., 2018; BUCOLO et al., 2018).  

O estudo da toxicidade de fármacos no endotélio da córnea é de extrema importância. 

Além do procedimento cirúrgico, outros inúmeros fatores, incluindo anestésicos, e corantes 

intraoculares podem causar dano endotelial. Isto pode comprometer a função do endotélio, 

principalmente porque na maioria das espécies estudadas a atividade mitótica é limitada 

excetuando-se os coelhos jovens (HIRSCH et al., 1975; NAUTSCHER et al., 2015). De 

acordo com as condições propostas para este estudo, foi possível concluir que a 

ropivacaína 0,75% provocou danos agudos no endotélio da córnea de equinos.  

 

Considerações finais  

Foi possível com a microscopia eletrônica de varredura avaliar e comparar a 

perda celular endotelial induzida pela ropivacaína 0,75%. Perdas celulares ocorreram nos 

grupos submetidos ao tratamento com ropivacaína. Espera-se que a metodologia 

apresentada possa ser útil na orientação de futuras pesquisas envolvendo endotélio da 

córnea e anestésicos locais.  Estudos in vivo serão necessários para indicar esta técnica 

anestésica em equinos e para entender as interações desses agentes com o endotélio da 

córnea de equinos. A limitação de testes in vitro é a incapacidade de replicar a 

farmacocinética de anestésicos in vivo ou a recuperação das células do endotélio da 

córnea em um ambiente mais fisiológico. 
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