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Resumo

Justificativa e objetivos: Avaliar os potenciais efeitos neurotoxicos em nivel ultraestrutural de
sulfato de magnésio administrado por via intratecal em dose Unica ou multipla.

Métodos: Estudo realizado com 24 ratos Sprague-Dawley, peso médio entre 250 e 300 g. Apds
jejum de 4 horas, os ratos receberam 10 mg.kg" de cloreto de xilazina por via intraperitoneal
e, em seguida, foram divididos aleatoriamente em trés grupos. Grupo | (n = 8) recebeu 0,9% de
soro fisioldgico normal, Grupo Il (n = 8) recebeu uma injecao de 0,02 mL de sulfato de magnésio
a 15% por via intratecal e Grupo Ill (n = 8) recebeu 0,02 mL de sulfato de magnésio a 15% uma
vez por dia durante sete dias. As injecoes foram aplicadas dentro de 0,40x50 milimetros da
area lombar. Apos sete dias, os animais foram sacrificados sob anestesia com uma injecao de
formaldeido a 10% na aorta e os tecidos foram fixados. A medula espinal foi, entdo, examinada
e histopatologicamente avaliada sob microscopio eletronico. O teste de Kruskal-Wallis foi usado
para avaliacdo estatistica. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
Resultados: Neurodegeneracao significativa foi detectada nos ratos que receberam uma Unica
injecao ou injecdes repetidas de sulfato de magnésio, em comparagao com o grupo controle. O
escore na avaliacao histopatologica desse grupo também foi alto.

Conclusao: Com base no exame de microscopia eletronica, descobrimos que a administracao
intratecal de sulfato de magnésio induziu neurodegeneracao.
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tratamento de dor aguda ou cronica’. O sulfato de magnésio,
usado ha muitos anos em pré-eclampsia e eclampsia como
anticonvulsivo, também esta sendo usado para tratar o infar-
to do miocardio, algumas arritmias, asma, feocromocitoma e

Introducéao

Adescoberta de receptores de opioides no interior da medula
espinal tornou os métodos de administracao de medicamen-

tos por via intratecal ou epidural mundialmente usados para
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tétano. Além disso, o sulfato de magnésio, considerado como
um bloqueador natural dos canais de calcio, € um antago-
nista nao competitivo dos receptores N-metil-D-aspartato?.
Estudos anteriores sugeriram que o sulfato de magnésio tem
um efeito analgésico pds-operatério quando administrado
por via intravenosa . Além disso, o sulfato de magnésio ja
foi usado anteriormente em seres humanos e animais por
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via intratecal por causa de seus efeitos analgésicos e neuro-
protetores 4°. Contudo, sabe-se que sequelas neuroldgicas
permanentes podem surgir apés administracao espinal ou
epidural do medicamento®.

0 objetivo deste estudo foi investigar os potenciais efei-
tos neurotdxicos da administracdo intratecal de sulfato de
magnésio em nivel ultraestrutural.

Materiais e métodos

Este estudo foi conduzido no laboratério de estudos em
animais da Faculdade de Medicina Militar Guilhane com o con-
sentimento do Comité de Etica da Faculdade de Veterinaria
da Universidade de Ancara. Foram incluidos no estudo 24
ratos machos da raca Sprague-Dawley (peso 250-300 g). Os
ratos foram alimentados com 20% de racado proteica e agua
fornecida ad libitum, de acordo com os critérios de uso e
supervisao de animais de laboratorio. Antes do experimento,
os animais foram mantidos em uma programacao de 12h:12h,
noite/dia, em condicoes 6timas a 20-22°C e 55% de umi-
dade. Durante as experiéncias, as mesmas condicoes foram
mantidas com os ratos alojados separadamente em gaiolas
de policarbonato.

Apds jejum de 4 horas, os ratos receberam uma injeccao
intraperitoneal de cloridrato de cetamina (100 mg.kg') e clo-
reto de xilazina (10 mg.kg™). Depois de anestesiados, os ratos
tiveram os dorsos raspados, higienizados e submetidos a apli-
cacao intratecal (area de 0,40x50 milimetros das vértebras
lombares L5-L6). Depois de observar o liquido cefalorraqui-
diano (LCR), 0,02 mL da solucao em estudo foi administrado
através de um injetor Hamilton (calibre 28, pontiagudo, SGE,
Australia). Apds a administracao intratecal, os ratos foram
observados para toxicidade clinica até comecarem a andar
por conta propria e consumirem alimento.

Os ratos foram aleatoriamente divididos em trés grupos
para receber injecoes por via intratecal. O Grupo | (n = 8)
recebeu 0,02 mL de soro fisioldgico normal a 0,9%, o Grupo I
(n = 8) 0,02 mL de sulfato de magnésio a 15% e o Grupo llI
(n = 8) 0,02 mL de sulfato de magnésio uma vez por dia
durante sete dias. Cada injecdo foi administrda em area
lombar dentro de uma regiao de 0,40x50 milimetros. Logo
apods a observacdo de mobilidade para sinais de toxicidade
clinica, todos os ratos foram mortos sob anestesia no oitavo
dia, com uma injeccédo de formaldeido a 10% na aorta e, em
seguida, as medulas espinhais foram analisadas.

Amostras de tecido (1 mm?®) da regidao lombar foram
incubadas por duas horas em glutaraldeido a 2% (pH 7,4)
e solucao salina tamponada com fosfato (PBS). No fim da
incubacao, os tecidos foram lavados trés vezes com PBS e,
em seguida, pos-fixados em tetroxido de ésmio a 1% por
uma hora. As amostras de tecidos foram entao desidrata-
das em série de alcoois. Por fim, os tecidos foram tratados
com oxido de propileno e depois montados em blocos de
tecidos com o uso do kit de resina epoxi (Araldite CY212
5x100 g). Metade das incisdes no musculo gracil foi feita
nos blocos, que foram polimerizados a 56°C e corados com
azul de toluidina. O musculo gracil foi entdo isolado das
areas marcadas apods avaliacdo em microscopia de luz, co-
rado com acetato de uranilo e citrato de chumbo e depois
avaliado em microscopio eletronico de transmissao Carl
Zeiss, modelo EM 900.

Alteracoes histopatolagicas

Os escores das alteracdes histopatologicas foram os seguin-
tes: ultraestrutura normal (= 0); alteracoes degenerativas na
mitocondria onde o contelido do nlcleo e outras organelas
estavam normais (= 1) e degeneracao mitocondrial com es-
truturas desordenadas no reticulo endoplasmatico granular
(REG), defeito no contelido do nlcleo ou edema extracelu-
lar2. Um valor de 0,5 também foi usado entre os achados de
Oe1, bemcomode1e?2.

Avaliagdo estatistica

O teste de Kruskal-Wallis foi usado para determinar as
diferencas significantes entre os dois grupos. Quando uma
diferenca intergrupos foi detectada, o teste de comparacgoes
multiplas de Kruskal-Wallis foi aplicado para determinar o
grupo responsavel pela diferenca. Todos os valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significantes.

Resultados

Durante a observacao no fim do estudo, a mobilidade diurna
dos ratos dos grupos | e lll e dos ratos em todos os grupos
estava normal. Nenhum dos animais foi excluido do estudo
por qualquer razao. Nao houve diferenca estatistica entre
0s ratos nos trés grupos em relacao ao peso antes do estudo
(Tabela 1, p > 0,05). O valor médio obtido a partir de exames
histopatoldgicos foi de 0 (0-0,5) no grupo controle, 1 (1-1)
no Grupo Il e 2 (1,5-2) no Grupo lll.

Houve diferenca estatisticamente significante nos indices
de toxicidade entre os trés grupos (Figura 1A, p < 0,001). A
toxicidade foi significativamente maior em ratos tratados
com dose Unica de sulfato de magnésio comparados com o
grupo controle (Figura 1B, p = 0,002). Além disso, os ratos
que receberam doses repetidas de sulfato de magnésio
apresentaram toxicidade mais elevada do que os controles
(Figura 1C, p = 0,002). A toxicidade também foi maior nos
ratos que receberam doses repetidas de sulfato de magnésio
em comparacao com os ratos que receberam uma Unica dose
(Grupo Il versus lll, respectivamente; Figura 1D, p = 0,008).

Ao exame de microscopia eletronica da medula espinhal,
neurénios multipolares com estruturas normais foram obser-
vados nos ratos controle e o nicleo da célula era cicloide,
centralmente localizado e eucromatico. Os nucléolo também
era conspicuo e o citoplasma da célula continha cisternas do
reticulo endoplasmatico que estavam maduras. A intensidade
dos elétrons era dependente da intensidade do ribossomo.
As mitocOndrias apresentavam estruturas e crista normais
(Figura 2).

No Grupo I, a intensidade dos elétrons era dependente
da intensidade dos ribossomos. O nucleo e o nucléolo da
célula apresentavam estruturas normais e os granulos e as
cisternas do reticulo endoplasmatico no citoplasma estavam
maduros. Esses achados foram semelhantes aos do grupo
controle. Porém, quando as mitocondrias foram analisadas,
observou-se degeneracao generalizada e a distensao e a
cristalizacao das mitocondrias estavam amplamente disse-
minadas (Figura 3).

No Grupo Ill, alteracdes degenerativas muito distintas
foram observadas. A perda de cromatina era evidente no nu-
cleo, o que nao foi observado. Diminuicao da densidade cito-
plasmatica foi observada e dilatac&o conspicua foi detectada
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Figura 1 A) Escore de Toxicidade dos Grupos |, Il e lll. B) Comparacao dos Escores de Toxicidade dos Grupos | e Il. C)
Comparacao dos Escores de Toxicidade dos Grupos | e lll. D) Escores de Toxicidade dos Grupos Il e lll.
Tabela 1 Peso Corporal dos Ratos Antes e Depois do Estudo.
Peso Corporal Peso Corporal
N° Grupo o p i . p P
Primeiro dia (g) Ultimo dia (g)
| Controle 268 + 17 269 + 14 > 0,05
1] Dose Unica 271 + 16 273 + 15 > 0,05
1] Dose repetida 265 + 17 266 + 15 > 0,05

em cisternas do reticulo endoplasmatico. Cristalizacao em
formas diferentes foi observada na mitocondria e alteracoes
degenerativas muito significantes foram observadas nos neu-
ronios. As células examinadas do Grupo Il também apresen-
taram um aumento incomum nos lisossomos (Figura 4). Com
base nessas observacoes, a neurodegeneracao ultraestrutural
foi concluida nesse grupo.

Discussao

A auséncia de efeitos colaterais graves e o aumento do uso
para indicacoes em analgesia tornaram o uso do sulfato
de magnésio administrado por via intravenosa um objeto
comum de estudos cientificos. Mais recentemente, o uso do
sulfato de magnésio vem sendo explorado também em anes-
tesia geral 8. O sulfato de magnésio é reconhecido como
um antagonista dos receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDA) e pode bloquear os canais i6nicos associados a
esses receptores. Os receptores antagonistas de NMDA
podem bloquear a sensibilidade central associada ao

Figura 2 Microscopia Eletronica de Neurdnios.
N: nGcleo; GER: Reticulo Endoplasmatico Rugoso; M: mito-
condrias; (*) intensidade citoplasmatica a microscopia eletro-
nica. Examinado em vista normal (acetato de uranila-citrato de
chumbo 440x2,10 pm).
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Figura 3 Microscopia Eletronica de Neurdonios no Grupo
Submetido a Dose Unica de Sulfato de Magnésio.

N: nucleo; GER: Reticulo Endoplasmatico Rugoso; (*) intensidade
citoplasmatica a microscopia eletrénica. Todos em estrutura
normal. Sao observados cristais na mitocondria (acetato de uranila-
citrato de chumbo 440x2,10 ym).

estimulo nociceptivo periférico. Estudos mostram que os
receptores antagonistas de NMDA tém pouco efeito direto
sobre as fibras C, condutoras de dor, mas seu efeito pode
aumentar substancialmente durante estimulacao repetida®.
Um estudo realizado por Mitani e col. ' demonstrou que
alteracdes funcionais nos canais dos receptores de NMDA
podem desempenhar papéis especificos na lesdo neuronal.
Estudos anteriores mostram que o magnésio pode reduzir
a liberacao de acetilcolina "'. Porque o sulfato de mag-
nésio deprime o tonus colinérgico, esse mecanismo pode
desempenhar um papel na formacao do bloqueio motor 2.
Por outro lado, Cheng e col. '"sugerem que o glutamato
pode aumentar a concentracdo intracelular de magnésio,
0 que pode provocar neurotoxicidade.

No estudo de caso conduzido por Dror e col. 4, verificou-
se que quando o sulfato de magnésio a 10% foi administrado
via epidural por engano, uma irritacdo semelhante a quei-
madura foi relatada, mas o bloqueio sensério-motor nao
ocorreu. Em outro caso, uma injeccao intratecal de 2 mL de
sulfato de magnésio a 50% administrada por engano causou
paralisia motora por 5 horas e intensa dor de cabeca, mas
sem qualquer perda de sensacao’®.

Em ratos submetidos a raquianestesia com injecdes in-
tratecais em série de sulfato de magnésio, observou-se mais
vacuolizacdo nas células ganglionares da massa cinzenta no
grupo que recebeu 0,02 mL de sulfato de magnésio a 12,6% do
que nos grupos que receberam 6,3% de sulfato, 2% de lidocaina,
0,9% de SF ou apenas com um cateter intratecal implantado *3.
Em outro estudo, os ratos que receberam 6,3% de sulfato de
magnésio via cateter intratecal apresentaram anestesia es-
pinal e sedacao geral durante o periodo de uma semana em
comparacao com ratos que receberam lidocaina a 2% . Além
disso, os ratos que receberam sulfato de magnésio desenvol-
veram neurotoxicidade clinica e déficit neuroldgico.

As lesoes nervosas podem ser de origem isquémica, trau-
matica ou toxica. Essas lesdes podem envolver a toxicidade
dos axonios espinhais e muitos componentes do sistema

Figura 4 Perda de Cromatina, Dilatacao GER: (Reticulo
Endoplasmatico Rugoso), Reducéo da Intensidade Citoplas-
matica (*) e Cristais Visiveis no Nucleo dos Neuronios do Grupo
Submetido a Aplicacdao Repetida de Sulfato de Magnésio
(acetato de uranila-citrato de chumbo 440x2,10 ym).

nervoso que podem afetar diretamente as tunicas, como
lesdes vasculares e tecido cicatricial. Alguns anestésicos
locais podem reduzir o fluxo sanguineo e tém efeitos toxi-
cos >, Além disso, a influéncia neurotoxica pode afetar
nao sé a formacao citoplasmatica, mas também o nicleo
diretamente 7.

Varios estudos anteriores de neurotoxicidade *2° ava-
liaram injecoes de dose Unica e multiplas doses via cateter
intratecal ou peridural. Devido ao consenso de que o uso de
cateteres intratecais também pode causar mudancas histopa-
toldgicas, nds submetemos um grupo do estudo a um regime
de doses repetidas, bem como a um regime de dose Unica,
porque ambos sao usados rotineiramente na pratica clinica.
Em estudos recentes, a formacao de granulacao epidural, e
fibrindlise macica nas raizes espinhais bem como na medula
espinal, foram observadas em modelos animais submetidos a
canulacao intratecal e administracao de farmaco nos espacos
subaracnoide e epidural. Infarto do parénquima e abscesso
também foram observados durante a infusdao de farmacos
sintéticos. No entanto, como algumas dessas mudancas
também estavam presentes nos animais do grupo controle,
que receberam apenas soro fisiologico, é bastante dificil
distinguir as alteracdes induzidas pelo farmaco de outras
alteracdes por causa do uso cronico do cateter sozinho. Além
disso, algumas evidéncias indicam que o proprio cateter pode
bloquear a drenagem do LCR e causar alteracées relacionadas
a essa condicao?'.

Nao esta claro se os estudos morfoldgicos usados para
determinar os efeitos neurotoxicos do composto por meio de
uma administracao intratecal sao suficientes, porque as toxi-
cidades mediadas pelo composto podem ter mais de um efeito
na funcao celular do que na estrutura da célula. A auséncia
de alteracoes morfologicas nao é suficiente para determinar
se um composto tem um efeito neurotéxico em potencial.
Portanto, os estudos morfoldgicos e funcionais devem ser
realizados concomitantemente durante a analise toxicologica
de um composto preparado para uso humano 2.
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Neste estudo, uma neurodegeneracao significativa foi
observada apos a administracdo de sulfato de magnésio,
especialmente durante a administracao de doses repetidas.
Essa degeneracao pode ser o resultado de um aumento ex-
tremo na atividade celular e déficit simultaneo no metabo-
lismo de energia. Essa degeneracao nao so afeta a estrutura
citoplasmatica, mas também pode afetar o nicleo. Portanto,
o acumulo intracelular de magnésio também pode ser res-
ponsavel pela neurodegeneracao.

Acredita-se que os efeitos neurotdxicos estejam asso-
ciados a uma concentracao dos agentes previamente ad-
ministrados 2. Porém, em alguns casos, os compostos que
demostraram uma potencial neurotoxicidade em modelos
animais acabam sendo clinicamente seguros em humanos,
em determinadas doses ou concentracdes 2. No presente
estudo, sugerimos que a administracao intratecal de sulfato
de magnésio em concentracdes de 15% ou mais pode causar
riscos imprevistos para o paciente.

Neste estudo, os ratos nao apresentaram distUrbios da
motilidade apo6s a administracao intratecal de sulfato de
magnésio. No entanto, com base no exame microscopico
de cada grupo, a nossa hipotese é que a neurodegeneracao
observada ainda é significante, especialmente na adminis-
tracao repetida de sulfato de magnésio a 15%. Além disso,
o efeito que essa dosagem pode causar na barreira hemato-
encefalica, na corrente sanguinea e nas conducoes nervosas
é desconhecido, pois estudos neurofisiologicos nao puderam
ser feitos por causa de dificuldades técnicas. Nos casos em
que a administracao de sulfato de magnésio pode ser clini-
camente Util, como nas dores com aumentos progressivos
que nao respondem a opioides %, o uso a longo prazo pode
ser necessario. Até o momento, nao encontramos qualquer
estudo neurofisiologico relacionado ao uso intratecal de
sulfato de magnésio em animais de experimentacao.

Em conclusao, este estudo sugere que a administracao
intratecal de sulfato de magnésio em concentracoes de 15%
ou mais pode causar riscos imprevisiveis para o paciente.
Neurodegeneracao foi observada por microscopia eletronica
em animais que receberam sulfato de magnésio nessa con-
centracdo, especialmente ap6s a administracao repetida, e
pode resultar em aumento extremo da atividade celular e
subsequente déficit no metabolismo de energia. Até o mo-
mento, os estudos neurofisioldgicos relacionados ao uso de
sulfato de magnésio sdo insuficientes para avaliar a seguranca
clinica e, portanto, estudos adicionais sao necessarios para
uma caracterizacao completa.
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