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Resumen: Tanaka PP, Torres MF, Tenorio SB — Analisis del Potencial Citotéxico Agudo de la Bupivacaina y Bupivacaina en Exceso Enantiomé-
rico de 50% (S75-R25) Incorporadas a Microesferas sobre el Nervio Ciatico de Ratones.

Justificativa y objetivos: La duracion del efecto de los anestésicos locales (AL), puede ser ampliada por su incorporacion a los sistemas de libe-
racién prolongada como microesferas. Sin embargo, la posibilidad de que los sistemas de liberacion prolongada de AL sean neurotédxicos, no ha
recibido la debida atencion en la literatura. Este estudio tuvo el objetivo de investigar los efectos de microesferas de &cido polilactico-co-glicélico
puras, rellenados con bupivacaina en exceso enantiomérico de 50% o con bupivacaina (BP), como también los efectos de la bupivacaina en
exceso enantiomérico de 50% en nervio ciatico de ratones Wistar.

Método: Los ratones se dividieron en cuatro grupos de acuerdo con el tiempo de evaluacion (dos, cuatro, seis y ocho dias), y fueron denomina-
dos conforme a la solucién inyectada sobre el nervio ciatico: microesferas con bupivacaina en exceso enantiomérico de 50% (MBE), microesfe-
ras con bupivacaina (MB); microesferas puras (MP) y bupivacaina en exceso enantiomérico de 50% (BE).

Resultados: En los cortes semifinos se observo la distribucion regular homogénea en las fibras de colageno en el endoneuro y no se comprobd
ninguna alteracién degenerativa de los axones o de las vainas de mielina. En los cortes ultrafinos fueron observados axones mielinizados y fibras
de Remak de aspecto normal con axoplasma presentando una distribucion homogénea de neurofilamentos y microtibulos. El analisis histomor-

fométrico de los axones no reveld diferencias significativas entre los diametros de los axones de los grupos estudiados.

Descriptores: ANESTESICOS, Local, bupivacaina, bupivacaina (S75-R25), toxicidad; ANIMALES, Ratén.
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INTRODUCCION

La administracién de anestésico local (AL) directamente
sobre los nervios o troncos nerviosos para bloquear la per-
cepcion del dolor por el paciente, es una técnica eficaz. Los
mecanismos fisiolégicos de la neurotoxicidad causada por los
ALs, fueron relacionados con la inhibicion del transporte axo-
nal, desestabilizacion del citoesqueleto axonal, degeneracion
axonal e isquemia neural '. Sin embargo, pocos estudios han
descrito el mecanismo responsable por el traumatismo y si el
traumatismo es causado directa o indirectamente por el AL.
Algunos autores 2 comprobaron que concentraciones ma-
yores de lidocaina y bupivacaina (BP) generan un bloqueo
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mas duradero en los nervios ciaticos de los ratones, sin em-
bargo, son claramente neurotdxicas bajo el analisis histo-
patolégico. Esos resultados sugieren la existencia de una
relacién entre el tiempo prolongado de anestesia y la lesion
neurotoxica.

Algunos estudios han investigado la farmacodinamica y la
farmacocinética de la intoxicacion aguda provocada por ALs,
y pese a que existen relatos en la literatura sobre la neuro-
toxicidad ', no existen estudios experimentales in vivo sobre
el uso de microesferas de bupivacaina en exceso enantio-
mérico de 50% (S75-R25), como tampoco de la evaluacion
morfolégica de los efectos neurotoxicos de ese anestésico
por microscopia optica (MO) o electronica (ME).

Este estudio quiso investigar los efectos citotoxicos en el
nervio ciatico de ratones Wistar de las microesferas de &ci-
do polilactico-co-glicdlico puras, rellenas con bupivacaina en
exceso enantiomérico de 50% (S75-R25) y con BP, como
también de la bupivacaina en exceso enantiomérico de 50%
(S75-R25).

METODOS
La poblacion de la investigacion se constituyé de 16 ratones

Wistar machos con aproximadamente tres meses de edad y
300 g de peso promedio, provenientes del Criadero de la Uni-



TANAKA, TORRES, TENORIO

versidade Positivo. Durante todo el periodo de experimenta-
cion, los animales fueron mantenidos en una sala climatizada
(temperatura promedio de 22°C), con fotoperiodo de 12 horas
con libre acceso al agua y al pienso. El proyecto de este es-
tudio se sometié a la apreciacién y aprobaciéon del Comité de
Etica en el Uso de Animales de la Universidade Positivo.

Los experimentos fueron realizados en un ambiente tran-
quilo y fueron llevados a cabo por el mismo investigador que
no conocia el farmaco inyectado. Los ratones fueron divididos
en 4 grupos de 4 animales denominados de acuerdo con la
solucién inyectada sobre el nervio ciatico en: microesferas
con bupivacaina en exceso enantiomérico de 50% (MBE), mi-
croesferas con bupivacaina (MB); microesferas puras (MP), y
bupivacaina en exceso enantiomérico de 50% (BE).

Después de la anestesia de los ratones por vaporizacion
de halotano entre el 2% y el 4% en oxigeno por mascara fa-
cial, se pudo hacer la manipulacién para la inyeccion de la
solucion directamente sobre el nervio ciatico.

Después de 29, 4° 6° y 8° dias de la aplicacion de las
soluciones, los animales fueron sacrificados por inyeccion in-
traperitoneal de Tiopental al 2,5% y enseguida, la extremidad
proximal del nervio ciatico se disecé y se introdujo en una
solucién de glutaraldehido al 3% en tap6n cacodilato 0,4 M
y fue derivada para el procesamiento en el Centro de Mi-
croscopia Electronica de la Universidad Federal de Parana
(UFPR).

La evaluacién del potencial neurot6xico del farmaco se hizo
en MO y MET investigando: desmielinizacion, degeneracion
axonal y signos de inflamacion evidenciados por infiltracion
de células inflamatorias.

Los cortes semifinos (0,5 um) se coloraron por el azul de
toluidina y los campos que tienen una buena calidad de ima-
gen se fotografiaron y sometieron a la histomorfometria por
la aplicacion del programa Image Pro Plus versién 4,5. Se
realiz6 la medicién del diametro de 10 axones por campo fo-
tografiado totalizando el registro del diametro de 100 axones
por nervio.

Los cortes ultrafinos (70 nm) fueron colorados con Uranila
al 2% y solucién de Reynolds para posterior anélisis en mi-
croscopio JEOL JEM —1.200 EX Il del Centro de Microscopia
Electronica de la UFPR.

Los resultados obtenidos por la histomorfometria de los
nervios ciaticos fueron comparados dos a dos por medio del
test no paramétrico de Mann-Whitney. El nivel de significancia
considerado fue de 0,05, siendo corregido por Bonferroni. En
funcién de haberse hecho seis comparaciones de los grupos
dos a dos, seran consideradas las diferencias significativas
aquellas para las cuales el valor de p es menor que 0,008.

RESULTADOS

Este estudio presenta un analisis sistematico de los efectos
toxicoldgicos sobre el sistema nervioso periférico entre los gru-
pos estudiados entre las soluciones aplicadas sobre el nervio
ciatico de ratones Wistar. Usamos la MET para el analisis ultra
estructural del nervio ciatico de ratones Wistar buscando evi-
dencias sobre el efecto neurotoxico de esos AL y de las propias
microesferas. Junto con el analisis ultra estructural fue realiza-
da la histomorfometria bajo la microscopia de luz en busca de

diferencias entre los didmetros de los axones que pudiesen ser
interpretadas como alteracion neurotoxicoldgica.

En los cortes semifinos de todos los grupos y en todos los
tiempos estudiados (2, 4, 6 y 8 dias), ilustrados en la Figura 1,
se observan fibras de aspecto normal dentro de los fasciculos.
Podemos ver axones con un diametro pequefio, con una vaina
de mielina fina, y axones mayores con una vaina de mielina
espesa. Hay una distribucion regular homogénea en las fibras
de colageno en el endoneuro. No se observan alteraciones
degenerativas de los axones o de las vainas de mielina. En
varios cortes semifinos fueron observados mastocitos. No se
observaron células inflamatorias en el endoneuro o en el peri-
neuro. El aspecto desarreglado de algunas vainas de mielina
es interpretado como un artefacto de procesamiento.

En los cortes ultrafinos en todos los grupos de todos los
tiempos (2, 4, 6 y 8 dias), ilustrados en la Figura 2, se observan
axones mielinizados de aspecto normal y axones no mielini-
zados envueltos por células de Schwann en las estructuras
designadas como fibras de Remak. El axoplasma contiene una
distribucién homogénea de neurofilamentos y microttbulos con
ocasionales mitocondrias. En algunos cortes, se ven nucleos
de las células de Schwann asociadas con el internodo de mie-
lina'y con las fibras de Remak. Se comprueba la presencia de
fibroblastos y mastocitos en el endoneuro. En todos los cortes
examinados, son conspicuas las fibras de colageno en contac-
to con la membrana basal de las células de Schwann.

Los cortes semifinos de los nervios ciaticos de cada raton se
fotografiaron y se sometieron al analisis histomorfométrico con
la ayuda del programa Image Pro Plus version 4,5. En cada
nervio ciatico, fueron registrados los diametros de 100 axones,
considerando como criterio de seleccién del axon la coloracion
y el posicionamiento central de los axones en el campo foto-
grafiado. Para el analisis estadistico, fue considerado el pro-
medio de las 100 medidas obtenidas en cada ratén.

Se comprobé la hipétesis nula de resultados iguales en los
dos grupos bajo comparacion, versus la hipotesis alternativa
de resultados diferentes. La Tabla | presenta los diametros
minimo, maximo y medio de los axones, considerando las
100 mediciones para cada uno de los ratones. Notamos que
uno de los ratones del grupo M tuvo el menor promedio del
grupo. También observamos que el grupo M presenté una
mayor dispersién de los resultados.

Tabla | — Estadistica Descriptiva del Diametro Medio de las 100
Mediciones de los Axones del Nervio Ciatico de los Ratones de los
Diferentes Grupos

Grupo  n Digmetro (um)

Media Mediana Minimo Maximo DE
MBE 4 4,63 4,62 4,26 5,02 0,31
BE 4 533 5,21 5,00 5,91 0,42
MB 4 4,56 4,69 3,71 5,15 0,61
MP 3 3,96 4,56 1,90 4,83 1,39

BEM: ratones que recibieron inyeccién extra-neural de microesferas de LVBP
en exceso enantiomérico de 50% (S75 — R25); BE: ratones que recibieron
inyeccion extra-neural de LVBP libre; MB: ratones que recibieron inyeccion
extra-neural de microesferas de BP; MP: ratones que recibieron inyeccion
extra-neural de microesferas puras; n = nimero de ratones por grupo; pm =
micrémetros.
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Figura 1 — Cortes Semifinos de los Nervios Blogqueados con Microesferas Conteniendo Bupivacaina en Exceso Enantiomérico de 50%.

En las fotografias se observan las caracteristicas morfolégicas normales de los axones en esa magnificacion. Los axones estan seccionados trans-
versalmente y oblicuamente. Las alteraciones observadas en algunas vainas de mielina son consistentes con los artefactos de procesamiento. A:
Ratén 30, 2° dia PO; B: Rato 4, 4° dia PO; C: Ratén 11, 62 dia PO; D: Ratén 23, 82 dia PO. Coloracion: azul de toluidina. Objetiva 100X.

En la Tabla Il aparecen los valores de p de las compara-
ciones de los grupos dos a dos. Se testé la hip6tesis nula
de resultados iguales en los dos grupos bajo comparacion,
versus la hipétesis alternativa de resultados diferentes.

Tabla Il - Valores de p en las Comparaciones de los Grupos dos a
dos

Grupos bajo comparacion Valor de p*
MBE x BE 0,057
MBE x MB 0,886
MBE x MP 0,886
BE x MB 0,114
BE x MP 0,029
MB x MP 0,686

BEM: ratones que recibieron inyeccién extra-neural de microesferas de LVBP
en exceso enantiomérico de 50% (S75 — R25); BE: ratones que recibieron
inyeccion extra-neural de LVBP libre; MB: ratones que recibieron inyeccién ex-
tra-neural de microesferas de BP; MP: ratones que recibieron inyeccion extra-
neural de microesferas puras.

*Test no paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,008.
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DISCUSION

La toxicidad de la BP para los sistemas nervioso central y
cardiovascular conllevé a la investigacién de nuevos ALs con
un perfil semejante de bloqueo y menos téxicos, surgiendo
asi nuevas preparaciones como la bupvacaina en exceso
enantiomérico de 50%. En un estudio sobre la evaluacién de
la eficacia del bloqueo de nervio ciatico de ratones caseros
3, la mezcla enantiomérica de BP (S75-R25) fue considera-
da como una alternativa para el desarrollo de formulaciones
de liberacion controlada mas seguras y eficaces que la BP
(S50-R50).

Investigaciones con formulaciones de AL de liberacion
controlada han mostrado resultados promisorios. A pesar de
los grandes avances obtenidos en el desarrollo de esas for-
mulaciones, todavia son necesarios estudios para evaluar la
neurotoxicidad local y poder garantizar su utilizacién segura
en la rutina clinica 4.

El uso de un pequefio nimero de animales (n = 16) se
debe a varios factores: por un lado las limitaciones provenien-
tes de las nuevas directrices de bienestar animal y por el otro,
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Figura 2 — Ultra micrografias Electronicas de los Nervios Citicos Anestesiados con Microesferas Conteniendo Bupivacaina en Exceso Enan-

tiomérico de 50%.

NOTA: Se observaron axones mielinizados y fibras de Remak (*) y en una de ellas se visualiza el nicleo de la célula de Schwann (N). Entre las
fibras nerviosas, se observan haces de colageno. Algunas de las vainas de mielina presentan una deformacién de las lamelas provenientes de
los artefactos de procesamiento. En el interior de los axones se observan microtubulos y neurofilamentos con una distribucién homogénea. A:
Raton 2, 2° dia PO. B: Ratén 9, 42 dia PO. C: Ratén 14, 6° dia PO. D: Ratén 31, 8° dia PO.

las limitaciones financieras que un estudio con la metodologia
desarrollada exige.

El nervio ciatico es el punto de partida para el estudio in
vivo de AL componiendo, junto con las investigaciones in vi-
tro, los requisitos de la fase preclinica de nuevos compuestos
antes de iniciar las fases de investigacion en el ser humano 5.
El nervio ciatico de ratén es un modelo experimental mamife-
ro bien establecido para las investigaciones sobre toxicologia
del nervio periférico ©.

La metodologia de la inyeccién fue adecuada porque,
después de la recuperacion de la capacidad proprioceptiva
del miembro anestesiado, los animales no indicaron secue-
las motoras o sensoriales. Esos objetivos formaron parte

del estudio realizado en paralelo con el mismo grupo de
animales 7.

Es un imperativo que un farmaco sea testado para la neu-
rotoxicidad periférica usando las técnicas neuropatoldgicas
establecidas con mayor sensibilidad y resolucién que las pre-
paraciones de parafina coloradas con hematoxilina y eosina.
Aunque sea Util para la evaluacién de las alteraciones his-
toloégicas més evidentes, la MO puede ocultar alteraciones
recientes entre los axones, células de Schwann y mielina que
indiguen mecanismos neurotoxicolégicos 8.

La comprobacién de las alteraciones estructurales induci-
das por farmacos depende del analisis ultra estructural. La
eleccion del estudio por andlisis de cortes semifinos y ultrafi-
nos, puede ser considerada la mas apropiada porque muchas
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veces, las alteraciones clinicas no corresponden con las alte-
raciones histoldgicas, o son muy tenues, por tanto, solamen-
te el estudio ultra estructural permite observar las lesiones
discretas 910,

Teniendo en cuenta la necesidad de un analisis juicioso,
en busca de una lesién axonal y desmielinizacion, el presente
estudio presenta la evaluacion de la ultra estructura de ner-
vios ciaticos.

La microscopia electrénica fue indicada como un test mas
sensible capaz de diferenciar las lesiones neurotdxicas ultra
estructurales 2. Al evaluar los efectos neurotéxicos de seis
formulaciones lipidicas de deposito diferentes constituidas
por una mezcla de BP y lidocaina sobre el nervio ciatico de
ratones, se observo, a través de MO, una tumefaccién axo-
nal, degeneracién neuronal y desmielinizacion en los nervios
anestesiados con un 64% de BP y lidocaina en la proporcion
de 4:1. A pesar de esos hallazgos, concluimos que la BP pue-
de ser usada como un compuesto activo de formulaciones de
depésito y se sugiere que su potencial neurotéxico debe ser
evaluado por test mas sensibles, tal como la MET.

En ninguna de las muestras de este estudio hubo indicios
de neurotoxicidad cuando se analizaron tanto por MO como
por ME.

El proceso patoldgico indicativo de neurotoxicidad mas
mencionado en la literatura es la degeneraciéon walleriana,
descrita por primera vez por Augustus Waller en 1850. Es
un proceso complejo desencadenado por un traumatismo al
axén y con la degeneracion del axén y de sus células de so-
porte, conjunto conocido como fibra nerviosa. Inicialmente,
ocurre un agrupamiento de organelas y de otras estructuras
del axoplasma, evolucionando al edema del axény a su des-
integracion. La mielina se desintegra y después es fagocitada
por las células de Schwann y por los macré6fagos que son re-
clutados en un gran nimero, como respuesta al aumento del
factor de necrosis tumoral y de proteinas proinflamatorias 8.

Un aumento de la permeabilidad de la barrera hematoneu-
ral provocados por los ALs, puede aumentar la osmolaridad
del fluido intersticial, conllevando a la reduccién del tamafo
de los axones o a la alteracién de los gradientes de concen-
tracion de los iones inorganicos y por ende, a la disminucion
de la conduccién nerviosa .

En este estudio, fue considerada la hip6tesis de que la pre-
sencia de las microesferas y la liberacion lenta del AL cau-
sarian una alteracion de la permeabilidad de los vasos san-
guineos locales, haciéndolos mas permeables y permitiendo
la extravasacion de las proteinas osmoticamente activas que
normalmente no son encontradas proximas al endoneuro,
y que podrian atraer el agua y limitar asi, el espacio de los
axones y células endoneurales. En las imagenes de ME, sin
embargo, no se vio la distensiéon del espacio interaxonal e
intercelular en el endoneuro, que caracterizaria la extravasa-
cién de plasma.

Algunos autores '" implantaron una matriz con microesfe-
ras en el tejido subcutaneo de ratones Wistar, y observaron
que las microesferas empezaron a degradarse 15 dias des-
pués de la aplicacién del implante. Sin embargo, en el pre-
sente estudio, ninguna microesfera fue observada sobre los
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nervios ciaticos estudiados, indicando que las microesferas
depositadas ya estaban degradadas 2 dias después de su
aplicacién. Una razén para esa discordancia reside en la ma-
triz utilizada en la produccién de las microesferas.

Al contrario de la inestabilidad de la vaina de mielina de-
mostrada a través de ME y por rayos X por Mateu y colabo-
radores 2, después de la aplicacién de tetracaina sobre el
nervio Optico y ciatico aislado de ratones, en este estudio no
fueron evidenciadas alteraciones en las células de Schwann,
que incluyen: vacuolizacion y desintegracion citoplasmaticas
y acumulacién de goticulas de grasa en el citoplasma que
indicarian una interrupcion del metabolismo lipidico.

La posibilidad de una reaccion inflamatoria causada por el
procedimiento quirdrgico, se deseché en este estudio, consi-
derando que la aplicacién de las microesferas y de la bupi-
vacaina en exceso enantiomérico de 50% fue por inyeccion
transcutanea.

Ninguna alteracion estructural se observ6 en el presente
estudio después de la aplicacién extra neural de microesferas
conteniendo BP y BP en exceso enantiomérico de 50%. En
otro estudio '3 tampoco fueron encontradas anormalidades
en la investigacion de los efectos neuro toxicolégicos de la
amitriptilina y de la BP en el nervio ciatico de ratones. Las
muestras que fueron retiradas después del 1, 3, 5y 7 dias
de la aplicacion de los farmacos, fueron analizadas bajo MO
y tenian el epineuro y endoneuro intactos, fibras nerviosas
organizadas, pocas células inflamatorias y una insignificante
degeneracion walleriana.

Los ALs usados en el presente estudio, libres o incorpo-
rados a las microesferas, como también las propias microes-
feras, no indujeron a las alteraciones histologicas o ultra es-
tructurales en los nervios ciaticos evaluados. En las imagenes
obtenidas, las estructuras nerviosas (fibras, células y espacio
extracelular), no mostraron alteraciones: los axones presenta-
ron una distribucién homogénea de componentes del citoes-
queleto (microtdbulos y microfilamentos), indicando que la
difusion de las moléculas se daba normalmente. Las células
de Schwann no mostraron signos de intoxicacién que podrian
ser visualizados bajo la forma de edema del citoplasma y un
rechazo de las vainas. Sin embargo, es bueno remarcar, que
las células de Schwann son elementos muy resistentes que
se recuperan rapidamente de una agresion, independiente-
mente del agente agresor '4. Los ratones sacrificados en los
tiempos estudiados (2, 4, 6 y 8 dias posteriormente a la inyec-
cién), no tenian alteracién en esas células.

Las vainas de mielina presentaron un aspecto normal con
eventuales deformidades explicadas como provenientes de
artefacto de procesamiento. El sistema nervioso periférico,
aunque con caracteristicas diferentes del sistema nervioso
central (comprobadamente por la presencia de una matriz
extracelular colagénica en el primero), es un tejido delicado.
Eso significa que la manipulacién puede inducir a artefactos
en las vainas y en los fasciculos, lo que dificulta la interpreta-
cién de las imagenes 5.

En varios cortes semifinos y ultrafinos fueron visualizados
fibroblastos y haces de fibras colagenas, lo que caracteriza la
morfologia normal del nervio. También se observaron ocasio-



TANAKA, TORRES, TENORIO

nales mastocitos repletos de granulos. En cualquier tipo de
agresién a los nervios periféricos, los mastocitos proliferan,
sin que se conozca todavia la real causa de esa proliferacion
y la funcién que ella desempefiaria '4. En los cortes analiza-
dos, no se detect6 la proliferacion de esas células.

En ninguno de los cortes fue observada la presencia de
células inflamatorias que serian abundantes en el caso de
una lesion a los axones o a la mielina 6. La ausencia de al-
teraciones observables en la ultra estructura hasta el 8° dia
de la posterior inyeccion, sugiere que no habra alteraciones
cuando se apliquen a largo plazo los mismos anestésicos.

Sin embargo, los resultados obtenidos con un farmaco
deben ser cuidadosamente extrapolados para otro farmaco
aunque sean estructuralmente similares 7. Ademas, multi-
ples factores interfieren en la liberacién del AL por la microes-
fera polimérica como la naturaleza y el peso molecular del
polimero.

Considerando que uno de los signos de la inyeccion intra-
neural accidental es la resistencia a la introduccién de la agu-
ja o al aumento de la presién necesaria para la inyeccion del
AL, es posible apartar la hipétesis de que haya ocurrido ese
tipo de fallo técnico en el presente experimento, una vez que
el anestesista no relaté tales incidencias. Ademas, ninguna
muestra de ese estudio present6 evidencias de degeneracion
walleriana de las fibras dentro de los fasciculos o del perineu-
ro. Solamente las inyecciones con una alta presién causarian
un déficit neuroldgico detectable y alteraciones histolégicas
de la lesion a los fasciculos.

El objetivo de la histomorfometria fue mensurar posibles
alteraciones del diametro de los axones considerando que
el inicio del proceso de degeneracion walleriana provoca un
edema inicial y la posterior desintegracion axonal.

El andlisis histomorfométrico de los axones revel6 una ten-
dencia a la diferencia significativa entre los grupos BE y MP,
en funcion de la dificultad encontrada para obtener cortes
transversales homogéneos de los axones (eso se puede ver
en las imagenes seleccionadas). Podemos observar que, en
algunos cortes semifinos, la orientacién axonal fue oblicua,
lo que conllevd a una distorsion del resultado de las medicio-
nes. Una manera de minimizar las consecuencias de un ana-
lisis tendencioso debido a las diferentes presentaciones de
los axones, seria el estudio individual de la relacion didametro
del axdén/grosor de la vaina de mielina.

En las condiciones de este estudio, la aplicacién aguda
de microesferas con bupivacaina y bupivacaina en exceso
enantiomérico de 50% sobre el nervio ciatico de ratones Wis-
tar, no presenté efectos perjudiciales para los nervios. De la
misma forma, las microesferas puras y la bupivacaina en ex-
ceso enantiomérico de 50%, no generaron alteraciones ultra
estructurales de los nervios estudiados.

CONCLUSIONES

En ninguno de los grupos se observaron alteraciones histopa-
tologicas de los axones y de la mielina, indicando que no hubo
inflamacion. Concluimos por tanto que, bajo las condiciones

de este estudio, la aplicacién de microesferas con BP y BP en
exceso enantiomérico de 50% sobre el nervio ciatico de rato-
nes Wistar, no causa alteraciones neurotodxicas directas.
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