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Resumen

Justificativa y objetivos: Evaluar los potenciales efectos neurotoxicos en nivel ultraestructural
de sulfuro de magnesio administrado por via intratecal en dosis Unica o maltiple.

Métodos: Estudio realizado con 24 ratones Spraque-Dawley, con un peso promedio entre los 250 y
los 300 g. Después del ayuno de 4 horas, los ratones recibieron 10 mg.kg ' de cloruro de xilazina
por via intraperitoneal y enseguida fueron divididos aleatoriamente en tres grupos. El grupo |
(n = 8) recibio 0,9% de suero fisioldgico normal, Grupo Il (n = 8) recibié una inyeccion de 0,02 mL
de sulfuro de magnesio al 15% por via intratecal y Grupo Il (n = 8) recibié 0,02 mL de sulfuro de
magnesio al 15% una vez por dia durante siete dias. Las inyecciones fueron aplicadas dentro de
0,40x50 milimetros del area lumbar. Después de siete dias, los animales fueron sacrificados con
anestesia con una inyeccion de formaldehido al 10% en la aorta y los tejidos fueron pegados. La
médula espinal se examind y fue histopatologicamente evaluada bajo microscopio electroénico.
El test de Kruskal-Wallis fue usado para la evaluacion estadistica. Un valor de p < 0,05 fue
considerado estadisticamente significativo.

Resultados: La neurodegeneracion significativa fue detectada en los ratones que recibieron una
sola inyeccion o inyecciones repetidas de sulfuro de magnesio, en comparacion con el grupo
control. El puntaje en la evaluacion histopatologica de ese grupo también fue alto.
Conclusiones: Basandonos en el examen de microscopia electrénica, descubrimos que la
administracion intratecal de sulfuro de magnesio indujo a la neurodegeneracion.
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usados para el tratamiento del dolor agudo o crénico . El
sulfuro de magnesio, usado hace muchos anos en la pre-
eclampsia y eclampsia como anticonvulsivo, también esta
siendo usado para tratar el infarto del miocardio, algunas
arritmias, el asma, feocromocitoma y el tétano. Ademas,
el sulfuro de magnesio, considerado como un bloqueante
natural de los canales de calcio, es un antagonista no com-

Introduccion

El hallazgo de los receptores de opioides en el interior de la
médula espinal hizo conocidos los métodos de administracion
de medicamentos por via intratecal o epidural mundialmente
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petitivo de los receptores N-metil-D-aspartato 2. Estudios
anteriores indicaron que el sulfuro de magnesio tiene un
efecto analgésico postoperatorio cuando se administra por
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via intravenosa?. Ademas, el sulfuro de magnesio ya ha sido
usado anteriormente en seres humanos y animales por via
intratecal por sus efectos analgésicos y neuroprotectores>.
Sin embargo, se conoce que las secuelas neurologicas perma-
nentes pueden surgir después de la administracion espinal o
epidural del medicamento®.

El objetivo de este estudio fue investigar los potenciales
efectos neurotoxicos de la administracion intratecal de sul-
furo de magnesio a nivel ultraestructural.

Materiales y métodos

Este estudio fue llevado a cabo en el laboratorio de estudios
en animales de la Facultad de Medicina Militar Giilhane con
el consentimiento del Comité de Etica de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Ancara. Fueron incluidos
en el estudio 24 ratones machos de la raza Spraque-Dawley
(peso 250-300 g). Los ratones fueron alimentados con 20%
de pienso proteico y agua suministrada ad libitum, de ac-
uerdo con los criterios de uso y supervision de animales de
laboratorio. Antes del experimento, los animales se man-
tuvieron en una programacion de 12h:12h, noche/dia, en
condiciones excelentes a 20-22°Cy 55% de humedad. Durante
las experiencias, las mismas condiciones fueron mantenidas
y los ratones fueron alojados separadamente en jaulas de
policarbonato.

Después de un ayuno de 4 horas, los ratones recibieron
una inyeccion intraperitoneal de clorhidrato de cetamina
(100 mg.kg") y cloruro de xilazina (10 mg.kg"). Después
de anestesiados, los ratones fueron raspados, higienizados
y sometidos a la aplicacion intratecal (dentro de un area
de 0,40x50 milimetros de las vértebras lumbares L5-L6).
Después de observar el liquido cefalorraquideo (LCR), 0,02
mL de la solucion en estudio se administré por medio de un
inyector Hamilton (calibre 28, puntiagudo, SGE, Australia).
Posteriormente a la administracion intratecal, los ratones
fueron observados para la toxicidad clinica hasta que empe-
zaron a caminar por si mismos y a alimentarse.

Los ratones fueron aleatoriamente divididos en tres grupos
para recibir inyecciones por via intratecal. El Grupo | (n = 8)
recibié 0,02 mL de suero fisioldgico normal al 0,9%, el Grupo Il
(n = 8) 0,02 mL de sulfuro de magnesio al 15% y el Grupo Il
(n=28) 0,02 mL de sulfuro de magnesio una vez por dia durante
siete dias. Cada inyeccion fue administrada dentro de una
region de 0,40x50 milimetros del area lumbar. Posteriormente
a la observacion de movilidad para los signos toxicidad clinica,
todos los ratones fueron sacrificados bajo anestesia al octavo
dia, con una inyeccion de formaldehido al 10% en la aorta y
enseguida se analizaron las médulas espinales.

Las muestras de tejido (1 mm?®) de la region lumbar fueron
incubadas durante dos horas en glutaraldehido al 2% (pH
7,4) y solucion salina con tapon con fosfato (STF). Al final la
incubacion, los tejidos fueron lavados tres veces con STF y
enseguida, pegados al tetroxido de osmio al 1% por una hora.
Las muestras de tejidos fueron entonces deshidratadas en se-
rie de alcoholes. Finalmente, los tejidos fueron tratados con
oxido de propileno y después montados en bloques de tejidos
con el uso del kit de resina epoxi (Araldit CY212 5x100 g).
La mitad de las incisiones en el mUsculo gracil se hizo en
los bloques que fueron polimerizados a 56°C y coloreados
con azul de toluidina. El musculo gracil se aislé de las areas
marcadas después de la evaluacion en microscopia de luz,

coloreado con acetato de uranilo y citrato de plomo y después
evaluado en un microscopio electrénico de transmision Carl
Zeiss, modelo EM 900.

Alteraciones histopatologicas

Los puntajes de las alteraciones histopatoldgicas fueron los
siguientes: ultra estructura normal (= 0); alteraciones de-
generativas en la mitocondria donde el contenido del nicleo
y otras organelas estaban normales (= 1) y degeneracion
mitocondrial con estructuras desordenadas en el reticulo
endoplasmatico granular (REG), defecto en el contenido del
ntcleo o edema extracelular 2. Un valor de 0,5 también fue
usado entre los hallazgos de 0y 1, como de 1y 2.

Evaluacion estadistica

El test de Kruskal-Wallis fue usado para determinar las
diferencias significativas entre los dos grupos. Cuando
una diferencia intergrupos fue detectada, el test de com-
paraciones multiples de Kruskal-Wallis fue aplicado para
determinar el grupo responsable de la diferencia. Todos los
valores de p < 0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos.

Resultados

Durante la observacion al final del estudio, la movilidad
diurna de los ratones de los Grupos | y lll y de los ratones
en todos los grupos era normal. Ninguno de los animales fue
excluido del estudio por ninglin motivo. No hubo diferencias
estadisticas entre los ratones en los tres grupos con relacion
al peso antes del estudio (Tabla 1, p > 0,05). El valor promedio
obtenido a partir de los examenes histopatoldgicos fue de 0
(0-0,5) en el grupo control, 1 (1-1) en el Grupo Il y 2 (1,5-2)
en el Grupo lll.

Hubo una diferencia estadisticamente significativa en
los indices de toxicidad entre los tres grupos (Figura 1A,
p < 0,001). La toxicidad fue significativamente mayor en los
ratones tratados con una dosis Unica de sulfuro de magnesio
comparados con el grupo control (Figura 1B, p = 0,002).
Ademas, los ratones que recibieron dosis repetidas de
sulfuro de magnesio tenian una toxicidad mas elevada que
los controles (Figura 1C, p = 0,002). La toxicidad también
fue mayor en los ratones que recibieron dosis repetidas de
sulfuro de magnesio en comparacion con los ratones que re-
cibieron una sola dosis (Grupo Il versus lll, respectivamente;
Figura 1D, p = 0,008).

En el examen de microscopia electrdnica de la médula
espinal, las neuronas multipolares con estructuras normales
fueron observados en los ratones control y el nlcleo de la
célula era cicloide, centralmente localizado y eucromatico.
Los nucléolos también eran conspicuos y el citoplasma de
la célula contenia cisternas del reticulo endoplasmatico
que estaban maduras. La intensidad de los electrones era
dependiente de la intensidad del ribosoma. Las mitocondrias
tenian estructuras y crista normales (Figura 2).

En el Grupo Il, la intensidad de los electrones era de-
pendiente de la intensidad de los ribosomas. El nucleo y
el nucléolo de la célula tenian estructuras normales y los
granulos y las cisternas del reticulo endoplasmatico en el
citoplasma estaban maduros. Esos hallazgos fueron similares
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Figura 1 A) Puntaje de Toxicidad de los Grupos I, Il y lll. B) Comparacion de los Puntajes de Toxicidad de los Grupos |y II.
C) Comparacion de los Puntajes de Toxicidad de los Grupos | y Ill. D) Puntajes de Toxicidad de los Grupos Il y IlI.

Tabla 1 Peso Corporal de los Ratones Antes y Después del Estudio.

Peso Corporal

Peso Corporal

N Grupo Primer dia (g) Ultimo dia (g) P

| Control 268 + 17 269 + 14 > 0,05
] Dosis Unica 271 £ 16 273 £ 15 > 0,05
i Dosis repetida 265 + 17 266 + 15 > 0,05

a los del grupo control. Sin embargo, cuando las mitocondrias
se analizaron, observamos una degeneracion generalizada, y
la distension vy la cristalizacion de las mitocondrias estaban
ampliamente diseminadas (Figura 3).

En el Grupo lll, alteraciones degenerativas muy distintas
se observaron. La pérdida de cromatina era evidente en el
nucleo, lo que no fue observado. La disminucion de la den-
sidad citoplasmatica fue observada y la dilatacion conspicua
fue detectada en las cisternas del reticulo endoplasmatico.
La cristalizacion en formas diferentes fue observada en la
mitocondria y alteraciones degenerativas muy significativas
fueron observadas en las neuronas. Las células examinadas del
Grupo Il también venian con un aumento poco comun en los
lisosomas (Figura 4). Basandonos en esas observaciones, la neu-
rodegeneracion ultraestructural se concluyo en ese grupo.

Discusion

La ausencia de efectos colaterales graves y el aumento del
uso para indicaciones en analgesia han hecho con que el uso
del sulfuro de magnesio administrado por via intravenosa sea

Figura 2 Microscopia Electrénica de Neuronas.
N: nlcleo; GER: Reticulo Endoplasmatico Rugoso; M: mitocon-
drias; (*) intensidad citoplasmatica en la microscopia electrénica.
Examinado en vista normal (acetato de uranila-citrato de plomo
440x2,10 ym).
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un objeto comln en los estudios cientificos. Recientemente,
el uso del sulfuro de magnesio ha venido siendo explorado
también en la anestesia general 72, El sulfuro de magnesio es
reconocido como un antagonista de los receptores de N-metil-
D-aspartato (NMDA) y puede bloquear los canales idnicos
asociados a esos receptores. Los receptores antagonistas
de NMDA pueden bloquear la sensibilidad central asociada
con el estimulo nociceptivo periférico. Estudios demuestran
que los receptores antagonistas de NMDA tienen poco efecto
directo sobre las fibras C conductoras de dolor, pero su efecto
puede aumentar ostensiblemente durante la estimulacion
repetida®. Un estudio realizado por Mitani y col. ' demostré
que alteraciones funcionales en los canales de los receptores

Figura 3 Microscopia Electrénica de Neuronas en el Grupo
Sometido a la Dosis Unica de Sulfuro de Magnesio.

N: nucleo; GER: Reticulo Endoplasmatico Rugoso; (*) intensidad
citoplasmatica en la microscopia electronica. Todos en estructura
normal. Se observan cristales en la mitocondria (acetato de uranila-
citrato de plomo 440x2, 10 pm).

Figura 4 Pérdida de Cromatina, Dilatacion GER (Reticulo
Endoplasmatico Rugoso), Reduccion de la Intensidad Cito-
plasmatica (*) y Cristales Visibles en el Nucleo de las
Neuronas del Grupo Sometido a la Aplicacion Repetida de
Sulfuro de Magnesio (acetato de uranila-citrato de plomo
440x2, 10 pm).

de NMDA pueden desempenar roles especificos en la lesion
neuronal. Estudios anteriores demuestran también que el
magnesio puede reducir la liberacion de acetilcolina™. Y ya
que el sulfuro de magnesio deprime el tono colinérgico, ese
mecanismo puede desempefar un papel en la formacion del
bloqueo motor 2. Por otro lado, Cheng y col. " sugieren que
el glutamato puede aumentar la concentracion intracelular
de magnesio, lo que puede provocar la neurotoxicidad.

En el estudio de caso conducido por Dror y col. 4, se
verifico que cuando el sulfuro de magnesio al 10% fue admin-
istrado via epidural por equivocacion, una irritacion similar a
la quemadura fue relatada, pero el bloqueo sensorial-motor
no se dio. En otro caso, una inyeccion intratecal de 2 mL de
sulfuro de magnesio al 50% administrada por equivocacion
causo la paralisis motora por 5 horas y un intenso dolor de
cabeza, pero sin ninguna pérdida de sensacion?®.

En los ratones Chanimov sometidos a la raquianestesia
con inyecciones intratecales en serie de sulfuro de magnesio,
observamos mas vacuolizacion en las células ganglionares
de la masa gris en el grupo que recibi6é 0,02 mL de sulfuro
de magnesio al 12,6% que en los grupos que recibieron 6,3%
de sulfuro, 2% de lidocaina, 0,9% de SF o solamente con un
catéter intratecal implantado *. En otro estudio, los ratones
que recibieron 6,3% de sulfuro de magnesio via catéter in-
tratecal tenian anestesia espinal y sedacion general durante
una semana en comparacion con los ratones que recibieron
lidocaina al 2% . Ademas, los ratones que recibieron sulfuro
de magnesio desarrollaron neurotoxicidad clinica y déficit
neurologico.

Las lesiones nerviosas pueden ser de origen isquémico,
traumatico o toxico. Esas lesiones pueden traer consigo la
toxicidad de los axones espinales y muchos componentes
del sistema nervioso que pueden afectar directamente las
tlnicas, como las lesiones vasculares y el tejido cicatricial.
Algunos anestésicos locales pueden reducir el flujo san-
guineo y poseen efectos toxicos '>'¢. Ademas, la influencia
neurotdxica puede afectar no solamente a la formacion
citoplasmatica, sino también al nuicleo directamente 7.

Varios estudios anteriores de neurotoxicidad '*%° evalu-
aron inyecciones de dosis Unica y multiples dosis via catéter
intratecal o epidural. Debido al consenso de que el uso de
catéteres intratecales también puede causar cambios histopa-
tologicos, hemos sometido un grupo del estudio a un régimen
de dosis repetidas, como también a un régimen de dosis Unica,
porque ambos son usados como rutina en la practica clinica.
En estudios recientes, la formacion de granulacion epidural,
como también en la médula espinal, y fibrindlisis maciza en
las raices espinales, fueron observadas en modelos animales
sometidos a la canulacion intratecal y a la administracion de
farmaco en los espacios subaracnoideo y epidural. Infarto
del parénquima y abscesso apical también fueron observados
durante la infusion de un euploide sintético. Sin embargo,
como algunos de esos cambios también estaban presentes
en los animales del grupo control que recibieron solamente
suero fisioldgico, es bastante dificil distinguir las alteraciones
inducidas por el farmaco de otras alteraciones a causa del uso
crénico del catéter solo. Ademas de eso, algunas evidencias
indican que el propio catéter puede bloquear el dreno del LCR
y causar alteraciones relacionadas con esa condicion?'.

No queda claro si los estudios morfoldgicos usados para
determinar los efectos neurotdxicos del compuesto por medio
de una administracion intratecal son suficientes, porque las
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toxicidades mediadas por el compuesto pueden tener mas
de un efecto en la funcion celular que en la estructura de la
célula. La ausencia de las alteraciones morfologicas no es
suficiente para determinar si un compuesto tiene un efecto
neurotoxico en potencial. Por tanto, los estudios morfologi-
cos y funcionales deben ser realizados concomitantemente
durante el analisis toxicoldgico de un compuesto preparado
para el uso humano 2.

En este estudio, una neurodegeneracion significativa
fue observada después de la administracion de sulfuro de
magnesio, especialmente durante la administraciéon de
dosis repetidas. Esa degeneracion puede ser el resultado
de un aumento extremo en la actividad celular y déficit
simultaneo en el metabolismo de energia. Esa degeneracién
no solamente afecta a la estructura citoplasmatica, sino
también puede afectar al nucleo. Por tanto, la acumulacion
intracelular de magnesio también puede ser responsable por
la neurodegeneracion.

Se cree que los efectos neurotoxicos estén asociados con
una concentracion de los agentes previamente administra-
dos 2. Sin embargo, en algunos casos, los compuestos que
demostraron una potencial neurotoxicidad en los modelos
animales terminan siendo clinicamente seguros en humanos
en determinadas dosis o concentraciones . En el presente
estudio, sugerimos que la administracion intratecal del sul-
furo de magnesio en concentraciones de un 15% o mas puede
causar riesgos imprevistos al paciente.

En este estudio, los ratones no presentaron trastornos
de la motilidad después de la administracion intratecal de
sulfuro de magnesio. Sin embargo, basandonos en el examen
microscopico de cada grupo, nuestra hipdtesis es la de que
la neurodegeneracion observada todavia es significativa,
especialmente en la administracion repetida de sulfuro de
magnesio al 15%. Ademas, el efecto que esa dosificacion
puede causar en la barrera hematoencefalica, en la corriente
sanguinea y en las conducciones nerviosas se desconoce,
porque los estudios neurofisiolégicos no pudieron ser he-
chos a causa de dificultades técnicas. En los casos en que
la administracion de sulfuro de magnesio puede ser clinica-
mente Util, como en los dolores con aumentos progresivos
que no responden a euploides?, el uso a largo plazo puede
ser necesario. Hasta ahora no encontramos ningln estudio
neurofisioldgico relacionado con el uso intratecal de sulfuro
de magnesio en animales de experimentacion.

Como conclusion, podemos decir que este estudio sugiere
que la administracion intratecal de sulfuro de magnesio
en concentraciones de 15% o mas puede causar riesgos
imprevisibles para el paciente. La neurodegeneracion fue
observada por microscopia electrénica en animales que
recibieron sulfuro de magnesio en esa concentracion, espe-
cialmente después de la administracion repetida, y puede
traer como resultado un aumento extremo de la actividad
celular y el posterior déficit en el metabolismo de energia.
Hasta ahora, los estudios neurofisiologicos relacionados con
el uso de sulfuro de magnesio son insuficientes para evaluar
la seguridad clinica y por lo tanto, estudios adicionales son
necesarios para una caracterizacion completa.
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