Arch Neurocien (M P S
V(r:I: 16,eI\T;?g:eflé—le2)2; 2011 Articulo original

©INNN, 2011

Efecto de la administracion de glicina en la funcion
motora de la rata después de lesion traumatica de la
médula espinal

Marco Antonio Paredes-Espinosa, Gabriela Flores-Mondragon, José Martin Perea-Paz,
Carlos Jorge Martinez-Canseco, Joel Méndez-Heredia

RESUMEN

En la lesion traumatica de la médula espinal (LTME) se disminuyen los niveles de glicina y los efectos de su administracion
no son completamente conocidos. Objetivos: examinar el efecto de la administracion de glicina inmediatamente después
de la lesion traumatica aguda de la médula espinal sobre la funcién motora de la rata. Material y métodos: se realizo lesion
traumatica en la médula espinal (LTME) en T8, a dos grupos de ratas Wistar. Uno recibié inmediatamente después glicina
(LTME+GLI), y el otro (LTME+VEH) y a un tercero sano vehiculo. Evaluamos la funcién motora en la barra de equilibrio y el
analisis de huellas después de la LTME, durante 8 semanas. Resultados: LTME produjo espasticidad. El analisis de huellas
y la barra de equilibrio mostraron alteracion motora importante. La recuperacion funcional en el grupo LTME+GLI fue mejor,
pero no tuvo significancia estadistica con respecto al grupo LTME+VEH. Conclusiones: la alteracion motora producida por la
LTME fue valorada de manera adecuada por la bateria de pruebas motoras empleadas. La glicina no produjo un efecto
estadisticamente significativo sobre la recuperacion de los patrones complejos de integracion sensorimotora después de
la LTME, sugiriendo la utilizacion de diferentes dosis de glicina y farmacos que afectan la formacion de radicales libres,
como la ciclosporina-A, la cual también es un agente anti-inflamatorio y desferrroxamina.

Palabras clave: espasticidad, glicina, lesion traumatica de la médula espinal, radicales libres, 6xido nitrico, recupera-
cién funcional motora.

Effect og glycine administration on motor function in rats after traumatic injury of the spinal cord
ABSTRACT

After traumatic spinal cord injury (TSCI) decrease glycine level. The effects of administration of glycine are not fully understood.
Objetive: evaluate functional motor recovery of TSCI in rats after administration of glycine. Material and method: TSCI was
made in T8, under anesthesia in two groups Wistar rats. One group received glycine (TSCI+GLI), the other (TSCI+VEH) and
healty rats group received vehicle. After the lesion, the spasticity and motor performance was assessed after TSCI using
beam-walking paradigm and the footprint analysis for 8 weeks. Results: after the lesion, spasticity and beam-walking and
footprint analysis showed an important motor deficit. Moreover, a slightly improvement were observed in the TSCI+GLI
group, although no significant differences were found when the TSCI+GLI and TSCI+VEH groups were compared. Conclusions:
the motor alteration taken place by the TSCI was valued appropriately by the battery of tests used motor performance. The
glycine didn’t produce an effect statistically significant on the recovery of the complex patterns of sensory-motor integration
after the TSCI, suggesting the use of different glycine dose and of pharmaceutical that inhibit the formation of free radicals,
inflammatory reaction, such cyclosporin-A, and deferoxamine to completely abolish the oxidative effect of ferrous iron.

Key words: spasticity, glycine, spinal cord contusion injury, recovery motor function, free radicals, nitric oxide.
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a lesion de la médula espinal (LME) puede afectar

severamente la calidad de vida, llegando incluso a la

muerte. Dependiendo del nivel de lesion y por debajo
de ella, se produce pérdida de sensacién y movimientos
voluntarios, acompanados cominmente de dolor y espas-
ticidad, e inclusive alcanza la interrupcion de las funciones
corporales como respiracion, control de esfinteres, entre
otros. Es importante destacar que la frecuencia de la LME;
es mayor en el periodo mas productivo de la vida, alcanzando
un alto impacto socioeconémico.

Dependiendo de la severidad de la LME se puede
originar un proceso neurodegenerativo crénico, abarcando
mas alla del sitio inicial de lesion.

En la zona focal de la lesion traumatica de la médu-
la espinal (LTME) se inicia la alteracion del parénquima
medular a través de la intervencion de procesos de inflama-
cién e isquemia, hemorragia, y muerte celular por apoptosis
y necrosis. Con una participacion importante del estrés
oxidativo y excitotoxicidad, esta Gltima debido a elevacion
de aminoacidos excitadores, después del trauma, por lo
que el dano se extiende mas alla del foco de lesion. La re-
cuperacion funcional después de LME es limitada, debido a
que los axones danados severamente no se pueden
regenerar. Después de lesiones incompletas de la médula
espinal se produce cierta recuperacion de las funciones
sensoriales y motoras, debido a la participacion de una
compleja red de diferentes mecanismos fisiolégicos.

La glicina, es el aminoéacido no esencial mas senci-
llo, participa en el metabolismo de proteinas, sintesis del
ADN, fosfolipidos, colageno, y almacenamiento de
glucégeno. Es precursor de glutation, creatina e interviene
en la biosintesis de purinas, adenosin trifosfato, glucosa,
glucdgeno, sales biliares, L-serina y de otros aminoacidos, se
incorpora en las porfirinas (hemoglobina y citocromos). En
el sistema nervioso central (SNC), se ha demostrado que la
glicina desempena la funcion de neurotransmisor inhibidor
y neuromodulador de los receptores N-metil-D-as-partato
(NMDA). La concentracién de este aminoacido es en parti-
cular alta en la médula espinal.

En la lesion de la médula espinal, descienden los
niveles de glicina en la zona danada, paralelamente dismi-
nuyen el recambio y liberacién de este aminoacido. Lo cual
sugiere la posibilidad de utilizar glicina como parte del tra-
tamiento de la lesiéon espinal. En este sentido se ha
demostrado que la administracion de glicina o sus
agonistas mejora algunos signos clinicos de la espasticidad
después de la lesion de la médula espinal, como la reduc-
cion del tono muscular, y quizas el dolor. En cuanto a los
antagonistas de la glicina, estos incrementan el tono mus-
cular en la LME. Un precursor de la glicina, la treonina ha
mostrado tener la capacidad de disminuir los sintomas de
la espasticidad en el hombre, sin la aparicion de efectos
secundarios observables. Sin embargo, in vitro, en cortes de
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hipocampo, la elevacion de glicina lleva a la excitotoxicidad,
en contraste in vivo, se ha reportado que la glicina no po-
tencia la despolarizacion evocada por los receptores NMDA,
y en cultivo cortical, la glicina protege a las neuronas de toxi-
cidad inducida por hipoxia. Se ha reportado que la glicina
también facilita la neurogénesis a través de la modulacién
de los receptores NMDA, ademas de la capacidad de redu-
cir la excitotoxicidad.

Nuestro interés es conocer mejor los efectos de la
glicina en la atencién a la lesién de la médula espinal, de-
bido a su posible influencia en la recuperacion de la funcion
motora, ya que la informacion que se dispone es limitada
e incluso controversial.

OBJETIVO

Examinar el efecto de la administraciéon de glicina
inmediatamente después de la lesion traumatica aguda de
la médula espinal sobre la funcion motora de la rata.

MATERIAL Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratas macho Wistar de 280 a 350 g de
peso, con agua y alimento liboremente proporcionados, y un
ciclo de luz-oscuridad de 12 hs cada uno. Se mantuvieron
individualmente después de la LTME en cajas de acrilico
transparente. La utilizacion y manejo de animales en este
trabajo estuvo bajo la aprobacién del Comité de Etica del
Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Procedimiento experimental

Se formaron tres grupos, cada uno con 6 ratas. Al
grupo experimental (LT+GLI) se le realizé la LTME a nivel de
T8, 24 hs después se les administro 0.5 ml de glicina v. i.
p. (Merck) a una concentracién de 40 mM disueltos en so-
lucion fisiologica, durante 5 dias. Al grupo testigo (LT+VEH)
se realiz6 la LTME en T8, 24 hs después se les administro
0.5 ml de solucion fisiologica diariamente durante 5 dias.
Al grupo control (CT) se realizd Gnicamente laminectomia y
se administro 0.5 ml de vehiculo diariamente, durante 5
dias.

La evaluacion de la locomocion comprendié dos
fases. En la primera se entreno a los animales para la eje-
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cucion de las pruebas del analisis de las huellas y barra de
equilibrio, iniciando 14 dias antes de la LTME. En la fase si-
guiente, dos semanas después de la LTME cuando los
animales ya podian desplazarse soportando su peso, se
aplicaron las pruebas motoras, dos veces a la semana, du-
rante 8 semanas. Se analizaron los resultados aplicando el
analisis de la varianza (ANOVA) y posanalisis de Tukey, para
determinar las diferencias entre los grupos, con el progra-
ma Prisma Graphics, version 3.0.

Evaluacion de la funcion motora

La funciéon motriz de las ratas se evalu6 por medio
de dos pruebas. El paradigma de la barra de equilibrio, exa-
mino el desplazamiento y postura de la rata, el analisis de
las huellas, evallio de manera precisa las caracteristicas
principales de la zancada de la rata. La primera consistio en
pasar al animal sobre una barra de madera de 2.5 cm de
espesor por 2 m de largo suspendida a un altura de 50 cm
contando el nimero de errores al atravesar dicha barra
(modificada de Knigth J. 2000). La segunda se realizo pa-
sando a la rata con las patas posteriores entintadas (tinta
no téxica) a lo largo de un corredor de 1 m de largo y 20 cm
de ancho, en cuyo piso se coloca una tira de papel, quedando
marcadas las huellas del animal, sobre estas se realizaron
las mediciones de largo y angulo de la zancada (modificado
de Hruska, et at, 1979).

Lesion traumatica

Para realizar la LTME, se anestesio a cada rata con
una mezcla de Xilazina (12 mg/kg) (Bayer) y Ketamina (75
mg/kg) (Bayer), inyectados por via intramuscular. Se realiz6
laminectomia bajo el microscopio en la vértebra T8 sin re-
tirar las meninges, se lesiono la médula dejando caer un
cilindro de acero inoxidable de 10 g de peso y 2 mm de dia-
metro a 5 cm de altura. En todos los grupos la herida de las
ratas fue suturada (sutura Vicryl 4-0, Ethicon), se adminis-
tro por via intramuscular 0.5 ml de penicilina G (Bayer).

Atencion posquirtrgica

Todas las ratas se colocaron individualmente en ca-
jas de acrilico con aserrin estéril absorbente. Al dia siguiente
por la manana se procedié a cambiar la cama por aserrin
limpio, agua y alimento. En los animales lesionados la lim-
pieza se realizé con agua y jabén quirlrgico todos los dias,
se procedid a inducir manualmente la evacuacién de la ori-
nay excremento, hasta la recuperacion del control reflejo.
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Figura 1. Durante las 2 primeras semanas del entrenamiento antes
de la lesion traumatica de la médula espinal, los tres grupos tienen
similar longitud de zancada. El grupo con glicina se aproxima mas al
nivel motor del grupo control. Entre los tres grupos hubo diferencia
significativa (CT vs LT+GLI, p < 0.01; CT vs LT+VEH, p < 0.01; LT+GLI vs
LT+VEH, p < 0.01). (CT: control; LT+GLI: lesion traumatica y glicina;
LT+VEH: lesién traumatica y vehiculo).
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Figura 2. Se observé diferencia significativa entre el grupo control
y ambos grupos lesionados, pero no entre estos; sin embargo, al final
del experimento, el grupo con glicina mostré un angulo mas cercano
al grupo control. (CT vs LT+GLI, p < 0.01; CT vs LT+VEH, p < 0.01; LT+GLI
vs LT+VEH, no significativa, p > 0.05). (CT: control; LT+GLI: lesion
traumatica y glicina; LT+VEH: lesion traumatica y vehiculo).

RESULTADOS

Inicialmente la LTME altero severamente la funcién
motora, en el grupo con vehiculo como los tratados con
glicina, produciendo espasticidad y pérdida total de movi-
miento de las extremidades inferiores. El grupo control
mostré una conducta motora normal, manteniéndose de
esta manera en las diferentes pruebas motoras empleadas
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durante todo el experimento.
Longitud y angulo de la zancada

El nivel de recuperacion después de 8 semanas
poslesion, fue mejor en el grupo de ratas con glicina (figu-
ra 1, 2), aln que esta recuperacion no fue estadisticamente
significativa.

Barra de equilibrio

La prueba de la barra examina mayor complejidad
motora que las pruebas anteriormente mencionadas. La
LTME altera completamente la ejecucion de esta prueba.
Dos semanas después de la lesion cuando las ratas ya po-
dian soportar su peso, el grado de error fue con claridad
significativo con respecto al grupo control. Funcionalmente
la tendencia de ambos grupos lesionados fue hacia la dis-
minucion de errores, en particular en el caso del grupo de
ratas con LTME y glicina aunque no fue significativa con res-
pecto al grupo de ratas con lesion y vehiculo (figura 3).
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Figura 3. En la prueba de la barra, los animales con lesion traumatica
de la médula espinal recuperan parcialmente la habilidad motora,
no hay diferencia estadisticamente significativa entre ellos, pero si
respecto al grupo control (CT vs LT+GLI, p < 0.01; CT vs LT+VEH, p <
0.01; LT+GLI vs LT+VEH, no significativa, p > 0.05). (CT: control; LT+GLI:
lesion traumatica y glicina; LT+VEH: lesion trauméatica y vehiculo).

DISCUSION

Se provoco lesion traumatica incompleta en médu-
la espinal de la rata, con la hipétesis de la administracion
inmediata de glicina influenciaria sobre el proceso de recu-
peracion funcional motora. Examinando el patrén basico de
la marcha a través del andlisis de huellas sobre una superficie
planay de barra de equilibrio, que examina la integracion
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detallada de destrezas sensorimotoras, los cuales consti-
tuyen un indicador confiable de la alteracion en los
movimientos locomotores, en correlacion con la extension
de la lesion de la médula espinal. Observamos que la lesion
traumatica de la médula espinal, altera los patrones com-
plejos de integracién sensorimotora, en cambio en el grupo
de ratas control, sin lesién, no se modifica el grado de co-
ordinacion sensorimotora: la administracion de dosis bajas
de glicina no tuvo un efecto estadisticamente significativo
en la recuperacion funcional después de la LTME.

La recuperacion funcional espontanea del grupo de
ratas con LTME y vehiculo, fue parcial y gradual. Debido a la
contribucién de los mecanismos que intervienen en la recu-
peracion funcional, como son, el restablecimiento del
desbloqueo de axones danados; la remielinizacion de
axones supervivientes; asi como, las contribuciones de las
vias espinales sensoriales; motoras y autonomas después
de LME aln no completamente entendidas.

Tanto el largo y angulo de zancada son parametros
que requieren una coordinacion e integracion y control vo-
luntario menor que la prueba de la barra de equilibrio, lo
cual explica que la habilidad motora gruesa (largo y angulo
de zancada) mejora sustancialmente después de la LTME,
en tanto que la recuperacion motora fina (barra de equili-
brio) es mas limitada. Es sin duda sorprendente la
recuperacion espontanea de la rata después de la lesion
medular. Las ratas con lesién y glicina exhiben una mejora
progresiva en la marcha tanto en las pruebas de superficie
plana (largo y angulo de zancada) como sobre la barra, en
mayor grado que las ratas lesionadas tratadas sélo con
vehiculo, aunque esta mejora no fue estadisticamente sig-
nificativa. No se uso el ancho de la zancada, ya que en la
literatura se ha reportado que este parametro de la marcha
varia muy poco en la lesién experimental de la médula
espinal. Lo que sugiere se trate de una respuesta adapta-
tiva a la variabilidad de la habilidad locomotora gruesa.

Aunque la tendencia general del grupo con LTME y
glicina hacia la reduccion del déficit funcional no es signifi-
cativa, las observaciones hacen pensar que existe la
posibilidad de que la glicina podria mejorar la actividad
motora. Ademas se sabe que después de la LME disminu-
yen los niveles de glicina y su elevacion inhibe la actividad
nerviosa evocada por los receptores NMDA, y con ello se
disminuiria el efecto de la exicitotoxicidad. Otro de los efec-
tos de este aminoacido se relacionaria con el 6xido nitrico
(ON), ya que esta molécula, promueve la recaptura e inhibe
la liberacion de glicina, que después de la LTME se
incrementa la actividad y expresion de su enzima de sinte-
sis, la éxido nitrico sintasa. El ON participa en la patogénesis
de la lesion secundaria, debido a su capacidad de generar
radicales libres. En tanto que la inhibicién de la éxido nitrico
sintasa en su isoforma neuronal (nONS) es importante en
la neuroprotecciéon y sobre las alteraciones motoras
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después de LME. La administracion de glicina bloquearia el
ingreso de calcio y con ello la activacién de la nONS y otras
isoformas que se encuentran en el parénquima medular de
tal manera que disminuyera la sintesis del ON y con ello su
participacién en la produccién de radicales libres. Ademas
de disminuir una cascada compleja donde la elevacion del
calcio es el factor principal, que desemboca en la muerte
celular.

Por las implicaciones que tiene la LME, es interesante
examinar profundamente el papel de la glicina en el trata-
miento de la lesion de la médula espinal.

CONCLUSIONES

La LTME altera la funcién motora de la rata, la cual
fue valorada de manera adecuada por la bateria de prue-
bas motoras empleadas. El proceso de restauracion
funcional en la lesién aguda de la ME no fue afectado
significativamente por pequenas dosis de glicina inme-
diatamente después de la LTME. A pesar de esto, la
administracion de glicina mostré cierto grado de recupera-
cion por encima del grupo con LTME y vehiculo. La
importancia de este trabajo estriba en el tratamiento
farmacolégico con dosis bajas de glicina en la LME. Por lo
que creemos importante la necesidad de mejorar nuestro
conocimiento en el abordaje farmacologico de la LME con
otras dosis de glicina aprovechando entre otras cosas su
bajo costo, y el incremento constante en la literatura
demostrando el efecto de este aminoacido sobre la recupe-
racion del dano celular y administracion de otros farmacos,
por ejemplo la desferroxamina, para evitar la actividad pro-
oxidante del hierro o un inhibidor de la oxidonitrico sintasa,
para reducir la inflamacion después de la lesion de la mé-
dula espinal.
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