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GLOSARIO 

 

cm, centímetro 

gr, gramo 

H-E,  Hematoxilina y eosina 

Kg, kilogramo 

 mg, miligramo 

 ml, mililitro 

 mm, milímetro 

NaOH,  Hidróxido de sodio 

No, número 

 PFA, Paraformaldehído 

PBS, Solución amortiguadora de fosfatos 

seg, segundo 
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RESUMEN 

 

Los anestésicos locales como lo demuestran diversos estudios, inducen un 

ciclo de miotoxicidad, degeneración, regeneración e hipertrofia de las fibras 

musculares estriadas, gracias a la presencia de células mioblásticas satélites; sin 

efectos adversos en otros tejidos. 

 

En oftalmología, la bupivacaína es usada para realizar bloqueos 

retrobulbares en cirugías de segmento anterior y en pacientes con estrabismo. En 

estos últimos, dos de los tratamientos que pueden ser usados son la toxina 

botulínica, que administrada en el músculo contralateral (no paralizado) genera 

tracción en el  músculo paralizado  o la bupivacaína, que se aplica en el músculo 

paralizado con la finalidad de inducir regeneración muscular.  

 

Muchos estudios clínicos en oftalmología, se han hecho en pacientes con 

estrabismo secundario a causas metabólicas; sin embargo, se sabe que estas 

patologías cursarán con un estrabismo paralítico autolimitado, que se resolverá en 

algunos meses. 

 

En base a lo anterior, el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto de 

la bupivacaína sobre la regeneración neuronal, ya que únicamente se sabe que es 

un regenerador de fibras musculares. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El estrabismo es el resultado de un desequilibrio en la fuerza de los 

músculos extraoculares que mantienen el globo ocular en la posición ortotrópica. 

Se presenta aproximadamente en el 2% de la población mundial, y en nuestro 

país en un 4%1. Las causas más frecuentes de parálisis o paresias que tienen 

como consecuencia un estrabismo son las metabólicas, como la diabetes mellitus 

y la hipertensión arterial sistémica. Causas de menor frecuencia son traumatismos 

(fracturas orbitarias, lesiones craneales), cirugías, cuadros inflamatorios (celulitis 

orbitaria, meningitis tuberculosa, miositis orbitaria), tumores (meningioma, 

neurinoma acústico, tumores orbitarios o metástasis), enfermedades 

inmunológicas (esclerosis múltiple, arteritis de células gigantes, enfermedad de 

Graves, miastenia gravis) y  aneurismas, entre otras. 

 

Los síntomas del estrabismo son hiperemia, dolor ocular, ojo seco, ardor, 

cefalea y diplopía, la cual puede variar dependiendo de los músculos afectados, 

ocasionando un impacto negativo en la calidad de vida de los pacientes. El 

tratamiento actual de las parálisis oculomotoras se lleva a cabo con la 

administración de vitamina B, agentes anestésicos, toxina botulínica y en algunos 

casos, cirugía de uno o más músculos extraoculares2. 

 

Los anestésicos locales son fármacos que bloquean de forma transitoria la 

conducción nerviosa, originando una pérdida de las funciones autónoma, sensitiva 

y/o motora de una región del cuerpo. La bupivacaína es un anestésico local 
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bloqueador de canales de sodio tipo amida con metabolismo hepático. Su vida 

media es de aproximadamente 6 horas, teniendo como principal efecto adverso la 

cardiotoxicidad tras su administración endovenosa3. 

 

 

2. ANTECEDENTES 

 

Bruce Carlson, comenzó los estudios sobre el efecto de la aplicación de 

anestésicos locales en los músculos extraoculares paralizados con la finalidad de 

provocar hipertrofia muscular. Recientemente se ha introducido la administración 

de toxina botulínica A en el músculo antagonista para provocar debilitamiento y 

promover el reposicionamiento del músculo paralizado. Sin embargo, se ha 

limitado su uso debido a la corta duración de su efecto y a los efectos colaterales 

que produce a nivel sistémico y sobre los músculos extraoculares adyacentes 

(e.g.ptosis). 

 

Las inyecciones intramusculares de anestésicos locales generalmente 

resultan en daño de la musculatura estriada y mionecrosis. La tetracaína y 

procaína provocan un daño menor, mientras que con la bupivacaína se ha 

reportado un daño más severo5. 

 

En 1970, Beniot y Belt reconocieron que el bloqueo del canal de sodio por 

medio del uso de la bupivacaína causaba muerte de las células musculares, una 
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pérdida temporal de la función y la regeneración subsecuente del músculo 

esquelético6. 

 

Se ha descrito que los anestésicos locales, producen degeneración y 

posteriormente regeneración e hipertrofia muscular, observando que la pérdida de 

fibras musculares ocurre tan pronto como 15 minutos posteriores a la 

administración del anestésico. Histológicamente, a los pocos minutos de su 

administración, las miofibrillas se contraen, hay degeneración lítica del retículo 

sarcoplásmico de la musculatura estriada y edema de los miocitos. Pasadas 

algunas horas, se produce mionecrosis sin que haya afección de mioblastos, 

lámina basal y tejido conectivo. Dos a cuatro semanas después, hay regeneración 

tisular e hipertrofia muscular7-11; pudiendo ello ocurrir hasta 4 meses posteriores6. 

 

La regeneración muscular reportada, se acompaña de la presencia de N-

CAM, una molécula de adhesión celular neuronal que se presenta en células 

mioblásticas12. 

 

En el 2003, Calgüner y colaboradores compararon la bupivacaína y la 

lidocaína, administrándolas alrededor del nervio facial de conejos blancos para 

producir parálisis facial. Se contó con tres grupos: grupo bupivacaína, grupo 

lidocaína y grupo solución salina (control). Se observó que ambos anestésicos 

produjeron atrofia de los músculos de la mímica 2 semanas posteriores y 6 

semanas después pérdida de miofibrillas y regeneración muscular. Concluyeron 
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que la lidocaína causó más cambios atróficos y menor regeneración muscular que 

la bupivacaína13. 

 

En un estudio realizado por Choul y colaboradores en el 2004, se 

compararon los cambios histológicos presentados en los músculos extraoculares 

de conejos blancos tras la inyección de bupivacaína y ricina mAb 35. Se 

inyectaron los músculos rectos superior e inferior con bupivacaína a dosis de 

0.4mg/0.3ml y ricina mAb 35 a dosis de 0.2mcg/kg/0.3ml. En los resultados se 

encontró inflamación y destrucción de las miofibrillas en el sitio de aplicación de la 

bupivacaína, mientras que donde se aplico la ricina el daño fue difuso. La 

regeneración de las miofibrillas con un núcleo central se encontró a la semana 

posterior de la aplicación y la inflamación se redujo a las 2 semanas14. 

 

En el 2006, Politi y colaboradores realizaron un estudio donde demostraron 

la regeneración del músculo soleo, inducida por bupivacaína en ratas Wistar, 

mediante análisis ultraestructural e inmunohistoquímico. Se administró 1ml de 

bupivacaína al 0.5% a 21 ratas, examinándose por biopsia a los 1, 2, 3, 5, 7, 14 y 

21 días (3 ratas para cada grupo, no teniendo grupo control). Día 1, observaron la 

presencia de células inflamatorias mononucleares invadiendo el sarcoplasma de 

las fibras necróticas; día 2, sólo existieron cambios degenerativos; día 3, presencia 

de células mioblásticas; día 5, formación de los miotubos con múltiples núcleos 

centrales y nucléolos eucromáticos y en los días 14 y 21, existió regeneración de 

fibras musculares. Inmunohistoquímicamente, observaron mayor concentración de 
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desmina que de vimentina, sustancias responsables de la miogénesis y la 

regeneración de las fibras musculares15. 

 

Onizuka y colaboradores, realizaron el primer y único estudio sobre la 

regeneración neuronal y formación de sinapsis mediante el uso de anestésicos 

locales e inhalados; utilizaron poblaciones neuronales de caracol de agua fresca 

Lymnaea stagnalis in vitro para tratar de determinar y comparar cómo las 

concentraciones de sevoflurano e isoflurano inhalado y el uso de los anestésicos 

locales, lidocaína y bupivacaína afectaban la transmisión sináptica; y si éstas 

acciones implicaban mecanismos presinápticos y/o postsinápticos. Concluyeron 

que la exposición a anestésicos locales no producen regeneración neuronal, sin 

embargo, el uso de anestésicos inhalados, sí indujo un mayor número de 

dendritas16. 

 

 

3. HIPÓTESIS 

 

Si la bupivacaína muestra regeneración de las fibras musculares posteriores 

a la denervación, es probable que también produzca regeneración neuronal en las 

miofibrillas regeneradas. 
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4. OBJETIVOS 

 

Objetivo principal 

Evaluar si el uso de la bupivacaína causa regeneración neuronal en el 

músculo recto lateral denervado quirúgicamente en ratas Wistar. 

 

Objetivo secundario 

Valorar los cambios histopatológicos del músculo recto lateral denervado 

quirúrgicamente en ratas Wistar. 

 

 

5. METODOLOGÍA 

 

5.1 Tipo de estudio 

Estudio experimental. 

 

5.2. Animales 

En este trabajo fueron usadas 40 ratas Wistar macho, con una edad entre 

3-6 meses y con un peso de 220 - 250 gr., bajo los lineamientos éticos 

requeridos para el uso de animales de experimentación.   

 

5.3.  Procedimientos 

5.3.1 Técnica quirúrgica de inducción de parálisis por sección 

selectiva del sexto nervio craneal en rata. 
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Fijación de la rata al marco de estereotaxia, inducción de anestesia 

utilizando ketamina a dosis de 40 mg/kg peso y xilacina a dosis de 5-

10mg/kg peso intraperitoneal. Al cabo de 10 minutos se realiza antisepsia 

craneal con Isodine. Bajo visión magnificada con microscopio Opmi (Carl-

Zeiss®) a 10x, se realiza incisión con bisturí de hoja No. 15 desde 2 mm. 

caudal al canto externo del ojo hacia el meato auditivo externo, de unos 5 

mm. de longitud involucrando la piel, exponiendo la aponeurosis superficial 

del músculo temporal, la cual se incide paralela a la proyección de la línea 

curva temporal superior de la rata. Se profundiza realizando coagulación 

bipolar del músculo y disección del mismo hasta exponer la pared posteo-

lateral de la órbita, la cual se morcela cuidadosamente con gubia fina, 

exponiendo de esta manera el contenido orbitario, se identifica la glándula 

lagrimal en un saco de tejido conectivo la cual se respeta y rechaza 

lateralmente utilizando pequeños hisopos hasta exponer el recto lateral del 

animal el cual se identifica, y sigue hasta el vértice del cono orbitario donde 

se aprecia el sexto nervio craneal de la rata que discurre en la superficie 

externa del músculo, paralelo a éste. Es importante no manipular 

intensamente la región pues se puede presentar descarga vagal que lleve al 

animal a asistolia. Una vez identificado el nervio se corta con microtijera en 

el punto más proximal a su salida de la cavidad intracraneal. Se verifica la 

hemostasia y se repara con vicryl del 5-0 la aponeurosis superficial del 

temporal y con nylon 5-0 la piel de la rata. Se desmonta del estereotáxico y 

se deja en el área de recuperación. 

 



 18 

5.3.3. Aleatorización y formación de grupos experimentales 

En este proyecto se integraron en forma aleatoria ocho grupos de cinco 

ratas cada uno, divididos en dos bloques con denervación unilateral del 

sexto nervio craneal derecho: 

Bloque 1. 

1. Grupo A: Grupo control (Sham). No se realizó procedimiento alguno. 

Las ratas fueron sacrificadas a los quince días. 

2. Grupo B: Grupo al cual se le realizó denervación unilateral de sexto 

nervio craneal derecho y no se aplicó tratamiento alguno. Las ratas 

fueron sacrificadas a los quince días. 

3. Grupo C: Grupo al cual se le realizó denervación unilateral de sexto 

nervio craneal derecho y se aplicó solución fisiológica. Las ratas fueron 

sacrificadas a los quince días. 

4. Grupo D: Grupo al cual se le realizó denervación unilateral de sexto 

nervio craneal derecho y se aplicó bupivacaína. Las ratas fueron 

sacrificadas a los quince días. 

 

Bloque 2. 

5. Grupo A: Grupo control (Sham). No se realizó procedimiento alguno. 

Las ratas fueron sacrificadas en un mes. 

6. Grupo B: Grupo al cual se le realizó denervación unilateral de sexto 

nervio craneal derecho y no se aplicó tratamiento. Las ratas fueron 

sacrificadas en un mes. 
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7. Grupo C: Grupo al cual se le realizó denervación unilateral de sexto 

nervio craneal derecho y se aplicó solución fisiológica. Las ratas fueron 

sacrificadas en un mes. 

8. Grupo D: Grupo al cual se le realizó denervación unilateral de sexto 

nervio craneal y se aplicó bupivacaína. Las ratas fueron sacrificadas en 

un mes. 

 

5.3.4. Tratamiento 

Todos los tratamientos fueron administrados a dosis única en volumen de 

0.01ml en el músculo recto lateral, posteriores a la denervación. La dosis de 

bupivacaína encontrada en esta administración corresponde a 0.05 mg. de 

bupivacaína (Buvacaína®). 

 

5.3.4. Técnica de perfusión de animales 

A) Material 

1. Bomba peristáltica. 

2. Jeringa de 3 ml. 

3. Gasas. 

4. Alcohol al 70%. 

5. Ketamina (1000 mg/10ml) y xilacina (20 mg/ml). 

6. Solución de lavado: PBS 1x (1000 ml). 
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PBS 1x para 1 litro 

Tabla 1. Preparación de PBS 

Soluto Cantidad 

Cloruro de sodio 6.5 

Fosfato de potasio monobásico 2.8 

Fosfato de potasio bibásico 0.4 

 

 

7. Solución de fijado: PFA al 2% (1000 ml). 

 Calentar 300 ml. de agua bidestilada a no más de 60°C. 

 Pesar 20 gr. de PFA (Se encuentra en refrigeración). 

 Vertir los 20 gr. de PFA en el agua bajo agitación. 

 Adicionar unas gotas de NaOH 10N/1N hasta la completa 

disolución del PFA. 

 Pesar reactivos para 1L de PBS 1x, disolverlos y aforar a 700ml 

con agua bidestilada. 

 Adicionar el PBS al PFA bajo agitación, después filtrarlo y ponerlo 

en hielo hasta que se use y durante su utilización. 

8. Adicionar a la solución de lavado 1ml por cada 500ml. 
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B) Parámetros de bomba peristáltica Perimatic GP (Set up  Options) 

 

Tabla 2. Parámetros de bomba Peristáltica Perimatic GP 

Parámetro Valor 

Volumen 0.5 ml. 

Count 999 

Delay 0.5 seg. 

Modo Automatic 

Profile Show/Slow/Slow 

Tube 5 mm. 

Dirección Run clockwise 

Round  

 

C) Anestesia intraperitoneal 

 Cargar jeringa con ketamina 1.5 ml. (1000 mg/10ml) y xilacina 0.2 ml. 

(20 mg/ml). 

 Tomar la rata por el dorso, con una sola mano, en un solo 

movimiento. 
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 Con la rata correctamente inmovilizada (evitando cualquier 

movimiento durante el procedimiento) inclinarla caudalmente y trazar 

una línea imaginaria que cruce su abdomen transversalmente justo 

sobre sus rodillas. 

 La aguja deberá ser insertada sobre esta línea, en el lado derecho 

del animal y lo más cercano posible a la línea que divide 

longitudinalmente el abdomen (Figura 1). 

 La aguja debe alcanzar una profundidad de aproximadamente 0.5 

cm. y debe insertarse con una inclinación de unos 30° con respecto a 

la superficie del abdomen. 

 Aspirar para asegurarse de que no se ha alcanzado ningún vaso 

sanguíneo, ciego o vejiga urinaria. 

 Si ningún fluido es aspirado, proceder a la inyección de la muestra. 

 Retirar la aguja y presionar ligeramente la zona de inyección. 

 

 

Fig. 1. Líneas de orientación para inoculación intraperitoneal. 
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D) Perfusión in vivo 

 Con la rata ya anestesiada, colocarla en posición decúbito supino 

sobre una placa/rejilla adecuada para la recogida de los líquidos de 

lavado y fijación. 

 Estirar y sujetar las extremidades. 

 Lavar la superficie de la rata con etanol 70°. 

 Realizar un corte en la piel a la altura del final del esternón, separar 

la piel y cortar las costillas en paralelo a los pulmones para exponer 

el corazón. 

 Insertar la aguja, de la jeringuilla o la manguera (en caso de utilizar el 

aparato de perfusión) que contiene la solución de lavado, en el 

ventrículo izquierdo y profundizar en dirección a la aorta. 

 La aguja puede fijarse con pinza Kelly durante la perfusión. 

 Realizar una incisión en la aurícula derecha para permitir el escape 

de la circulación de retorno de los líquidos de lavado. 

 Proceder al lavado con la solución salina o PBS 1x (500 ml.) 

 Proceder a la perfusión de la solución de fijado (PFA 2% 500 ml.) 

 Una vigorosa contracción muscular es indicativa de la correcta 

fijación del animal. 

 Al finalizar, retirar la aguja y proceder a la extracción de los órganos 

deseados. 
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Fig. 2. Técnica de perfusión. 

 

5.3.5. Preparación de los tejidos para análisis histológico e 

inmunohistoquímico 

1. Se tomaron los tejidos de músculo recto lateral del ojo denervado 

posterior a la realización de la técnica de perfusión. 

2. Se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina (H-E) y Kluver-

Barrera. 

3. Se realizará inmunohistoquímica mediante determinación de 

anticuerpos específicos contra mielina. 

 

 

 



 25 

6. RESULTADOS 

Durante la realización de la microscopia óptica se encontraron los siguientes 

resultados. La primera técnica empleada fue hematoxilina y eosina (H-E), en el 

primer grupo de imágenes observamos el grupo A (CHAMP), la imagen del lado 

izquierdo muestra una vista panorámica del músculo esquelético con disposición 

de las fibras de manera transversal y longitudinal; mientras que los acercamientos 

nos permiten observar la estructura normal de las fibras musculares; por último la 

imagen inferior derecha corresponde a las estrías de las proteínas musculares.  

 

 

Grupo “A” 
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Las siguientes imágenes muestran los cambios observados a nivel histológico, y 

como se aprecia comparten la atrofia muscular caracterizada por la disminución en 

el tamaño y la presencia de bordes angulados, propias de la denervación; 

recordando que corresponden a grupos donde se realizó el procedimiento 

quirúrgico. 

 

     Grupo “B”                 Grupo “C”        Grupo “D” 
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Es importante destacar que únicamente el grupo “D” mostró un proceso 

inflamatorio de tipo monocítico, con predominio de linfocitos y macrófagos como 

se muestra en las siguientes imágenes. La superior izquierda corresponde al 

infiltrado inflamatorio en tejidos blandos adyacentes (grasa y músculo); en la 

inferior izquierda se observa infiltrado inflamatorio interfascicular y en el 

acercamiento (derecha), corroboramos las características celulares (linfocitos y 

macrófagos). 
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Continuando con lo encontrado para el grupo “D” y como acompañante propio de 

la inflamación se observó edema interfascicular. En la imagen superior izquierda  

se observa un vaso con manguillos perivasculares rodeado de infiltrado 

inflamatorio, en la imagen inferior izquierda vemos la separación de las fibras, 

además de ser atróficas por el edema intersticial; finalmente en el acercamiento 

vemos el material propio del edema tipo acuoso con presencia de células 

inflamatorias.  
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Para asegurarnos de la precisión de los resultados, se utilizaron técnicas 

especiales; la histoquímica para mielina (Kluver-Barrera), en la cual podemos 

identificar los filetes nerviosos con estructura conservada en los diferentes 

acercamientos y en todos los grupos. 
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Finalmente se realizó inmuno-histoquímica, técnica basada en una reacción 

antigeno-anticuerpo; en este caso se utilizó un anticuerpo dirigido específicamente 

hacia la mielina. A través de esta técnica, pudimos identificar los filetes nerviosos y 

observar la integridad de los mismos, como lo demuestran los acercamientos.  
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7. DISCUSIÓN 

 

Los resultados obtenidos con las tinciones de H-E, no corresponden con los 

ya reportados en la literatura; con ello confirmamos que la bupivacaína per se, no 

es capaz de inducir regeneración tisular y la consecuente hipertrofia de la 

musculatura estriada.  

Como ya sabemos, la bupivacaína actualmente es usada en cirugía de 

estrabismo, aplicándose directamente al músculo parético para inducir hipertrofia 

muscular. Sin embargo, sabemos que el uso actual es en parálisis o paresias de 

causa metabólica, la cual con o sin tratamiento resolverá en un periodo 

determinado de tiempo. 

Los hallazgos para ambos grupos Sham, fueron fibras musculares sin 

cambios morfológicos representativos, esto es explicable desde el punto de vista 

en que no se realizó procedimiento alguno. El resto de los bloques, mostraron 

atrofia de las fibras musculares tan pronto como 15 días y a 1 mes de la 

denervación. Con esto podemos afirmar que la bupivacaína no genera hipertrofia 

muscular ni condiciona regeneración neuronal.  

 

Existen diversos estudios en ratas de laboratorio que demuestran el efecto 

de la bupivacaína sobre la musculatura estriada (sin daño nervioso), pero ninguno 

ha evaluado si existe dicho efecto posterior a denervación. 
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8. CONCLUSIONES 

 

Nuestras descripciones histológicas preliminares no coinciden con los 

hallazgos descritos en la literatura tras la aplicación de bupivacaína en la 

musculatura estriada. Este es el primer estudio en el cual simulamos una parálisis 

oculomotora de causa neurológica al inducir un daño estructural a nivel del propio 

nervio. Al inducir dicho daño, los grupos B, C y D compartieron la atrofia muscular. 

El análisis con la tinción de Kluver-Barrera que analiza vainas de mielina, no 

mostró cambio alguno en el filete nervioso de ninguno de los grupos. Así mismo, 

los anticuerpos específicos contra mielina, corroboraron la integridad de las fibras 

nerviosas vistas en la histoquímica. Por ende, los resultados preliminares, 

demuestran que no existe regeneración neuronal tras la aplicación de la 

bupivacaína. 

 

9. PERSPECTIVAS 

 

Se pretende reproducir en una segunda etapa este modelo, para ser 

estudiado por microscopia electrónica, de forma tal que estos resultados 

presentados sean cuantificables, y de esta forma medir los axones mielínicos, 

amielínicos y células de Schwann, que darán veracidad a los resultados 

preliminares aquí descritos. 
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11. ANEXO 1. Carta de aprobación del protocolo por el Comité de Investigación 
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