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RESUMEN

Los anestésicos locales como lo demuestran diversos estudios, inducen un
ciclo de miotoxicidad, degeneracion, regeneracion e hipertrofia de las fibras
musculares estriadas, gracias a la presencia de células mioblasticas satélites; sin

efectos adversos en otros tejidos.

En oftalmologia, la bupivacaina es usada para realizar bloqueos
retrobulbares en cirugias de segmento anterior y en pacientes con estrabismo. En
estos Ultimos, dos de los tratamientos que pueden ser usados son la toxina
botulinica, que administrada en el muasculo contralateral (no paralizado) genera
traccién en el musculo paralizado o la bupivacaina, que se aplica en el musculo

paralizado con la finalidad de inducir regeneracion muscular.

Muchos estudios clinicos en oftalmologia, se han hecho en pacientes con
estrabismo secundario a causas metabdlicas; sin embargo, se sabe que estas
patologias cursardn con un estrabismo paralitico autolimitado, que se resolvera en

algunos meses.

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

la bupivacaina sobre la regeneracion neuronal, ya que Unicamente se sabe que es

un regenerador de fibras musculares.
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1. INTRODUCCION

El estrabismo es el resultado de un desequilibrio en la fuerza de los
musculos extraoculares que mantienen el globo ocular en la posicidén ortotropica.
Se presenta aproximadamente en el 2% de la poblacion mundial, y en nuestro
pais en un 4%*. Las causas mas frecuentes de pardlisis o paresias que tienen
como consecuencia un estrabismo son las metabdlicas, como la diabetes mellitus
y la hipertension arterial sistémica. Causas de menor frecuencia son traumatismos
(fracturas orbitarias, lesiones craneales), cirugias, cuadros inflamatorios (celulitis
orbitaria, meningitis tuberculosa, miositis orbitaria), tumores (meningioma,
neurinoma acustico, tumores orbitarios 0 metastasis), enfermedades
inmunologicas (esclerosis multiple, arteritis de células gigantes, enfermedad de

Graves, miastenia gravis) y aneurismas, entre otras.

Los sintomas del estrabismo son hiperemia, dolor ocular, ojo seco, ardor,
cefalea y diplopia, la cual puede variar dependiendo de los musculos afectados,
ocasionando un impacto negativo en la calidad de vida de los pacientes. El
tratamiento actual de las paralisis oculomotoras se lleva a cabo con la
administracion de vitamina B, agentes anestésicos, toxina botulinica y en algunos

casos, cirugia de uno o mas musculos extraoculares?.

Los anestésicos locales son farmacos que bloquean de forma transitoria la
conduccion nerviosa, originando una pérdida de las funciones autbnoma, sensitiva

y/o motora de una region del cuerpo. La bupivacaina es un anestésico local

11



bloqueador de canales de sodio tipo amida con metabolismo hepatico. Su vida
media es de aproximadamente 6 horas, teniendo como principal efecto adverso la

cardiotoxicidad tras su administracion endovenosa®.

2. ANTECEDENTES

Bruce Carlson, comenzé los estudios sobre el efecto de la aplicacion de
anestésicos locales en los masculos extraoculares paralizados con la finalidad de
provocar hipertrofia muscular. Recientemente se ha introducido la administracion
de toxina botulinica A en el musculo antagonista para provocar debilitamiento y
promover el reposicionamiento del musculo paralizado. Sin embargo, se ha
limitado su uso debido a la corta duracion de su efecto y a los efectos colaterales
gue produce a nivel sistémico y sobre los musculos extraoculares adyacentes

(e.g.ptosis).

Las inyecciones intramusculares de anestésicos locales generalmente
resultan en dafio de la musculatura estriada y mionecrosis. La tetracaina y
procaina provocan un dafio menor, mientras que con la bupivacaina se ha

reportado un dafio mas severo®.

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

medio del uso de la bupivacaina causaba muerte de las células musculares, una
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pérdida temporal de la funcidon y la regeneracion subsecuente del musculo

esquelético®.

Se ha descrito que los anestésicos locales, producen degeneracion y
posteriormente regeneracion e hipertrofia muscular, observando que la pérdida de
fiboras musculares ocurre tan pronto como 15 minutos posteriores a la
administracion del anestésico. Histolégicamente, a los pocos minutos de su
administracion, las miofibrillas se contraen, hay degeneracion litica del reticulo
sarcoplasmico de la musculatura estriada y edema de los miocitos. Pasadas
algunas horas, se produce mionecrosis sin que haya afeccion de mioblastos,
lamina basal y tejido conectivo. Dos a cuatro semanas después, hay regeneracion

tisular e hipertrofia muscular’**; pudiendo ello ocurrir hasta 4 meses posteriores®.

La regeneraciéon muscular reportada, se acompafia de la presencia de N-
CAM, una molécula de adhesion celular neuronal que se presenta en células

mioblasticas?.

En el 2003, Calguner y colaboradores compararon la bupivacaina y la
lidocaina, administrandolas alrededor del nervio facial de conejos blancos para
producir paralisis facial. Se conté con tres grupos: grupo bupivacaina, grupo
lidocaina y grupo solucion salina (control). Se observdo que ambos anestésicos
produjeron atrofia de los musculos de la mimica 2 semanas posteriores y 6

semanas después pérdida de miofibrillas y regeneracion muscular. Concluyeron
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que la lidocaina causé mas cambios atréficos y menor regeneracion muscular que

la bupivacaina®.

En un estudio realizado por Choul y colaboradores en el 2004, se
compararon los cambios histologicos presentados en los muasculos extraoculares
de conejos blancos tras la inyeccion de bupivacaina y ricina mAb 35. Se
inyectaron los musculos rectos superior e inferior con bupivacaina a dosis de
0.4mg/0.3ml y ricina mAb 35 a dosis de 0.2mcg/kg/0.3ml. En los resultados se
encontré inflamacion y destruccion de las miofibrillas en el sitio de aplicacion de la
bupivacaina, mientras que donde se aplico la ricina el dafio fue difuso. La
regeneracion de las miofibrillas con un ndcleo central se encontré a la semana

posterior de la aplicacién y la inflamacion se redujo a las 2 semanas™.

En el 2006, Politi y colaboradores realizaron un estudio donde demostraron
la regeneracion del musculo soleo, inducida por bupivacaina en ratas Wistar,
mediante analisis ultraestructural e inmunohistoquimico. Se administré 1ml de
bupivacaina al 0.5% a 21 ratas, examinandose por biopsiaalos 1, 2, 3,5, 7,14y
21 dias (3 ratas para cada grupo, no teniendo grupo control). Dia 1, observaron la
presencia de células inflamatorias mononucleares invadiendo el sarcoplasma de
las fibras necroticas; dia 2, solo existieron cambios degenerativos; dia 3, presencia
de células mioblasticas; dia 5, formacion de los miotubos con multiples nucleos
centrales y nucléolos eucromaticos y en los dias 14 y 21, existid regeneracion de

fibras musculares. Inmunohistoquimicamente, observaron mayor concentracion de
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desmina que de vimentina, sustancias responsables de la miogénesis y la

regeneracion de las fibras musculares®®.

Onizuka y colaboradores, realizaron el primer y Unico estudio sobre la
regeneracion neuronal y formacion 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 como las
concentraciones de sevoflurano e isoflurano inhalado y el uso de los anestésicos
locales, lidocaina y bupivacaina afectaban la transmision sinaptica; y si éstas
acciones implicaban mecanismos presinapticos y/o postsinapticos. Concluyeron
gue la exposicion a anestésicos locales no producen regeneracion neuronal, sin
embargo, el uso de anestésicos inhalados, si indujo un mayor numero de

dendritas?®.

3. HIPOTESIS

Si la bupivacaina muestra regeneracion de las fibras musculares posteriores
a la denervacion, es probable que también produzca regeneracion neuronal en las

miofibrillas regeneradas.
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4. OBJETIVOS

Objetivo principal
Evaluar si el uso de la bupivacaina causa regeneracion neuronal en el

musculo recto lateral denervado quirigicamente en ratas Wistar.

Objetivo secundario
Valorar los cambios histopatolégicos del muasculo recto lateral denervado

quirdrgicamente en ratas Wistar.

5. METODOLOGIA

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 experimentacion.

5.3. Procedimientos
5.3.1 Técnica quirargica de induccion de paralisis por seccion

selectiva del sexto nervio craneal en rata.

16



Fijacion de la rata al marco de estereotaxia, induccidon 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 vision magnificada con microscopio Opmi (Carl-
Zeiss®) a 10x, se realiza incision con bisturi 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 musculo temporal, la cual se incide paralela a la proyeccion de la linea
curva temporal superior de la rata. Se profundiza realizando coagulacion
bipolar del musculo y diseccion del mismo hasta exponer la pared posteo-
lateral de la orbita, la cual se morcela cuidadosamente con gubia fina,
exponiendo de esta manera el contenido orbitario, se identifica la glandula
lagrimal en un saco de tejido conectivo la cual se respeta y rechaza
lateralmente utilizando pequefios 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 mudsculo, paralelo a éste. Es importante no manipular
intensamente la region pues se puede presentar descarga vagal que lleve al
animal a asistolia. Una vez identificado el nervio se corta con microtijera en
el punto mas 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 estereotaxico y

se deja en el area de recuperacion.
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5.3.3. Aleatorizacion y formacion de grupos experimentales

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

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

sexto nervio craneal derecho:

Bloque 1.

1. Grupo A: Grupo control (Sham). No se realiz6 procedimiento alguno.
Las ratas fueron sacrificadas a los quince dias.

2. Grupo B: Grupo al cual se le realizd denervacién unilateral de sexto
nervio craneal derecho y no se aplicdé tratamiento alguno. Las ratas
fueron sacrificadas a los quince dias.

3. Grupo C: Grupo al cual se le realizé denervacion unilateral de sexto
nervio craneal derecho y se aplico solucion fisiolégica. Las ratas fueron
sacrificadas a los quince dias.

4. Grupo D: Grupo al cual se le realiz6 denervacion unilateral de sexto
nervio craneal derecho y se aplic6 bupivacaina. Las ratas fueron

sacrificadas a los quince dias.

Bloque 2.

5. Grupo A: Grupo control (Sham). No se realizé procedimiento alguno.
Las ratas fueron sacrificadas en un mes.

6. Grupo B: Grupo al cual se le realiz6 denervacion unilateral de sexto
nervio craneal derecho y no se aplicoé tratamiento. Las ratas fueron

sacrificadas en un mes.
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7. Grupo C: Grupo al cual se le realiz6 denervacion unilateral de sexto
nervio craneal derecho y se aplico solucion fisiolégica. Las ratas fueron
sacrificadas en un mes.

8. Grupo D: Grupo al cual se le realizd6 denervacion unilateral de sexto
nervio craneal y se aplicd bupivacaina. Las ratas fueron sacrificadas en

un mes.

5.3.4. Tratamiento

Todos los tratamientos fueron administrados a dosis Unica en volumen de
0.01ml en el masculo recto lateral, posteriores a la denervacion. La dosis de
bupivacaina encontrada en esta administracién corresponde a 0.05 mg. de

bupivacaina (Buvacaina®).

5.3.4. Técnica de perfusién de animales
A) Material
1. Bomba peristaltica.
2. Jeringa de 3 ml.
3. Gasas.
4. Alcohol al 70%.
5. Ketamina (1000 mg/10ml) y xilacina (20 mg/ml).

6. Solucion de lavado: PBS 1x (1000 ml).

19



PBS 1x para 1 litro

Tabla 1. Preparacion de PBS

Soluto Cantidad
Cloruro de sodio 6.5
Fosfato de potasio monobasico 2.8
Fosfato de potasio bibasico 0.4

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

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

= Pesar 20 gr. de PFA (Se encuentra en refrigeracion).

= Vertir los 20 gr. de PFA en el agua bajo agitacion.

= Adicionar unas gotas de NaOH 10N/IN hasta la completa
disolucion del PFA.

» Pesar reactivos para 1L de PBS 1x, disolverlos y aforar a 700ml
con agua bidestilada.

= Adicionar el PBS al PFA bajo agitacion, después filtrarlo y ponerlo
en hielo hasta que se use y durante su utilizacion.

8. Adicionar a la solucion de lavado 1ml por cada 500ml.

20



B) Parametros de bomba peristaltica Perimatic GP (Set up = Options)

Tabla 2. Parametros de bomba Peristaltica Perimatic GP

Parametro Valor
Volumen 0.5 ml.
Count 999

Delay 0.5 seq.
Modo Automatic
Profile Show/Slow/Slow
Tube 5 mm.
Direccion 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 linea imaginaria que cruce su abdomen transversalmente justo
sobre sus rodillas.

La aguja debera ser insertada sobre esta linea, en el lado derecho
del animal y lo mas cercano posible a la linea que divide
longitudinalmente el abdomen (Figura 1).

La aguja debe alcanzar una profundidad de aproximadamente 0.5
cm. y debe insertarse con una inclinacién de unos 30° con respecto a
la superficie del abdomen.

Aspirar para asegurarse de que no se ha alcanzado ningun vaso
sanguineo, ciego o vejiga urinaria.

Si ningun fluido es aspirado, proceder a la inyeccion de la muestra.

Retirar la aguja y presionar ligeramente la zona de inyeccién.

Fig. 1. Lineas de orientacion para inoculacion intraperitoneal.
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D) Perfusion in vivo

= Con la rata ya anestesiada, colocarla en posicion decubito supino
sobre una placa/rejilla adecuada para la recogida de los liquidos de
lavado y fijacion.

» 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 esternon, separar
la piel y cortar las costillas en paralelo a los pulmones para exponer
el corazon.

» Insertar la aguja, de la jeringuilla o la manguera (en caso de utilizar el
aparato de perfusiéon) que contiene la solucién de lavado, en e
ventriculo izquierdo y profundizar en direccion a la aorta.

» La aguja puede fijarse con pinza Kelly durante la perfusion.

» Realizar una incisién en la auricula derecha para permitir el escape
de la circulacion de retorno de los liquidos de lavado.

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

» Proceder a la perfusiéon de la solucion de fijado (PFA 2% 500 ml.)

= Una vigorosa contraccion muscular es indicativa de la correcta
fijacion del animal.

= Al finalizar, retirar la aguja y proceder a la extraccion de los 6rganos

deseados.
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Fig. 2. Técnica de perfusion.

5.3.5. Preparacion de los tejidos para analisis histolégico e
inmunohistoquimico
1. Se tomaron los tejidos de musculo recto lateral del ojo denervado
posterior a la realizacion de la técnica de perfusion.
2. Se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina (H-E) y Kluver-
Barrera.
3. Se realizard inmunohistoquimica mediante determinacion de

anticuerpos especificos contra mielina.
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6. RESULTADOS

Durante la realizaciébn de la microscopia Optica se encontraron los siguientes
resultados. La primera técnica empleada fue hematoxilina y eosina (H-E), en el
primer grupo de imagenes observamos el grupo A (CHAMP), la imagen del lado
izquierdo muestra una vista panoramica del musculo esquelético con disposicion
de las fibras de manera transversal y longitudinal; mientras que los acercamientos
nos permiten observar la estructura normal de las fibras musculares; por dltimo la

imagen inferior derecha corresponde a las estrias de las proteinas musculares.

Grupo “A”
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Las siguientes imagenes muestran los cambios observados a nivel histolégico, y
como se aprecia comparten la atrofia muscular caracterizada por la disminucién en
el tamafio y la presencia de bordes angulados, propias de la denervacion;
recordando que corresponden a grupos donde se realiz6 el procedimiento

quirdrgico.

Grupo “B” Grupo “C” Grupo “D”
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Es importante destacar que unicamente el grupo “D” mostré un proceso
inflamatorio de tipo monocitico, con predominio de linfocitos y macr6fagos como
se muestra en las siguientes imagenes. La superior izquierda corresponde al
infiltrado inflamatorio en tejidos blandos adyacentes (grasa y musculo); en la
inferior izquierda se observa infiltrado inflamatorio interfascicular y en el

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

macroéfagos).
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Continuando con lo encontrado para el grupo “D” y como acompafiante propio de
la inflamacién se observé 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 separacion de las fibras,
ademas de ser atréficas 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 precision de los resultados, se utilizaron técnicas
especiales; la histoquimica 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 realiz6 inmuno-histoquimica, técnica basada en una reaccién
antigeno-anticuerpo; en este caso se utilizé un anticuerpo dirigido especificamente
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. DISCUSION

Los resultados obtenidos con las tinciones de H-E, no corresponden con los
ya reportados en la literatura; con ello confirmamos que la bupivacaina per se, no
es capaz de inducir regeneracion tisular y la consecuente hipertrofia de la
musculatura estriada.

Como ya sabemos, la bupivacaina actualmente es usada en cirugia de
estrabismo, aplicandose directamente al musculo parético para inducir hipertrofia
muscular. Sin embargo, sabemos que el uso actual es en pardlisis o paresias de
causa metabdlica, la cual con o sin tratamiento resolvera en un periodo
determinado de tiempo.

Los hallazgos para ambos grupos Sham, fueron fibras musculares sin
cambios morfologicos representativos, esto es explicable desde el punto de vista
en que no se realiz6 procedimiento alguno. El resto de los bloques, mostraron
atrofia de las fibras musculares tan pronto como 15 dias y a 1 mes de la
denervacion. Con esto podemos afirmar que la bupivacaina no genera hipertrofia

muscular ni condiciona regeneracion neuronal.

Existen diversos estudios en ratas de laboratorio que demuestran el efecto

de la bupivacaina sobre la musculatura estriada (sin dafio nervioso), pero ninguno

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

Nuestras descripciones histolégicas preliminares no coinciden con los
hallazgos descritos en la literatura tras la aplicacion de bupivacaina en la
musculatura estriada. Este es el primer estudio en el cual simulamos una paralisis
oculomotora de causa neuroldgica al inducir un dafio estructural a nivel del propio
nervio. Al inducir dicho dafio, los grupos B, C y D compartieron la atrofia muscular.
El analisis con la tincion de Kluver-Barrera que analiza vainas de mielina, no
mostré cambio alguno en el filete nervioso de ninguno de los grupos. Asi mismo,
los anticuerpos especificos contra mielina, corroboraron la integridad de las fibras
nerviosas vistas en la histoquimica. Por ende, los resultados preliminares,
demuestran que no existe regeneracion neuronal tras la aplicacion de la

bupivacaina.

9. PERSPECTIVAS

Se pretende reproducir en una segunda etapa este modelo, para ser
estudiado por microscopia electronica, de forma tal que estos resultados
presentados sean cuantificables, y de esta forma medir los axones mielinicos,
amielinicos y células de Schwann, que daran veracidad a los resultados

preliminares aqui descritos.
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11.ANEXO 1. Carta de aprobacion del protocolo por el Comité de Investigacién

> i, INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
y MANUEL VELASCO SUAREZ

DICIEMBRE 19, 2012

DR. MANUEL ENRIQUE ESCANIO CORTES
DEPTO. DE NEURO-OFTALMOLOGIA
PRESENTE.

COMUNICO A USTED QUE EL PROTOCOLO DE INVESTIGACION TITULADO:
"EFECTO DE LA BUPIVACAINA SOBRE LA REGENERACION NEURONAL EN
RATAS CON PARALISIS DEL SEXTO NERVIO CRANEAL INDUCIDO
QUIRURGICAMENTE" No. Reg. 79/12 HA SIDO APROBADO POR EL COMITE
DE INVESTIGACION DE ESTE INSTITUTO, PARA SU REALIZACION,

ATENTAMENTE

. LUCINDA AGUIRRE CRUZ
DIRECTORA DE INVESTIGACION
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