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RESUMEN

El tratamiento de las lesiones de nervio periférico se enfoca
principalmente en el tipo de dano. Se han utilizado multi-
ples factores para mejorar el crecimiento del cono axonal:
NGF, GABA, etc. El flujo de una cantidad significativa de
glicina abre los canales i6nicos del receptor NMDA, altamen-
te permeables al calcio, regulando el magnesio extracelular
bajo la influencia del voltaje. En este estudio se utilizaron ra-
tas Wistar. El nervio ciatico se disec6 en ambas patas para rea-
lizar estudios electrofisiol6gicos; posteriormente se seccioné
el izquierdo, reparandolo con técnica epineural. Después se
realiz6 otro estudio electrofisiolégico para asegurar que no
existian fibras colaterales. Se trataron de la siguiente mane-
ra: Grupo 1 por 15 dias, Grupo 2 por 30 dias y Grupo 3 por 60
dias; se administré glicina a dosis de 40 mM/kg/d/ip; los Gru-
pos 4, 5 y 6 con solucién salina. Al término se realizo
electrofisiologia y se resecé el nervio para histologia. Los re-
sultados mostraron regeneracién morfolégica un mes después
de la lesién del nervio, asi como una recuperacién funcional
progresiva; aunque no estaba completamente recuperada era
mayor en las ratas con glicina. Histolégicamente, existen dife-
rencias: el nervio tratado con glicina es similar a los cortes de
nervios no lesionados.
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SUMMARY

Peripheral nerve injuries treatment focuses on the type of lesion.
Different factors have been used to help nerve stump growth:
NGF, GABA, etc. Glycine significant overflow opens NMDA re-
ceptor ionic channels highly permeable to Ca*, which regulates
extracellular magnesium under the influence of voltage. Wistar
rats were used as subjects in this study. The sciatic nerve was ex-
posed in both legs for the electrophysiology procedure to be per-
formed; next, the left nerve was cut transversally and sutured
back in place with the epineural technique. After that, a new
electrophysiology test was performed to ensure there were no col-
lateral fibers. Study Groups were given glycine 40 mM/kg/d/ip for
15, 30 days and 60 days, while Groups 4, 5, 6 were treated with
saline solution 0.9%. Then a new electrophysiological study was
performed and the sciatic nerve was prepared for the histopa-
thology study. Results showed a morphologic regeneration oc-
curred 1 month after the nerve injury was done as well as pro-
gressive functional recovery, even though it was not completely
recovered it was greater in the rats treated with glycine. Accord-
ing to histology, there are differences nerves treated with glycine
are similar to not injured nerves.

Key words: Glycine, nerve injury, peripheral nerve, nerve stump grown,
NMDA receptor, animal model.

INTRODUCCION

En los Estados Unidos, las lesiones del nervio perifé-
rico son comunes, representan el 2.8% de todas las le-
siones traumaticas en general y el 65% ocurren en el
miembro superior y, especialmente, en el nervio ra-
dial.! Cuando existe un dano severo en un nervio pe-
riférico, las fibras sensoriales producen multiples im-
pulsos, los cuales duran de unos segundos a varios
minutos y se conocen como «injury discharge».2


http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
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El tratamiento en la reconstruccion de una lesion
nerviosa se enfoca en el tipo de lesién y va desde el ex-
pectante hasta la reparacion interfascicular. Se han
realizado multiples estudios con diferentes factores
para mejorar el crecimiento del cono axonal como:
NGF (factor de crecimiento nervioso), PGF (factor de
crecimiento plaquetario), acido hialurénico, GABA, y
otros mas.?

La velocidad de crecimiento en la Unidad de Rege-
neracién depende de la especie; en ratas varia de 2 a
3.5 mm por dia, mientras que en humanos el creci-
miento mas rapido varia de 1 a 2 mm por dia con una
desaceleracion progresiva cuando el axén se vuelve
mas distal.

En la glicina, los péptidos y la subunidad «a (liga-
cion y adhesion) son considerados piezas fundamen-
tales para la formacién del receptor de glicina en
comparacion con los grandes polipéptidos periféricos
conocidos como proteina estructural, la Gephyn que
une a los receptores con sinapsis a los microtibulos
adyacentes.>$

Un flujo significativo de glicina abre los canales
i6nicos del receptor NMDA (N-methil-D-aspartato),
los cuales son altamente permeables al Ca*, que re-
gula el magnesio extracelular bajo influencia eléctri-
ca. Para ser activados, estos receptores dependen de
dos agonistas: el glutamato y la glicina.5?

El canal i6nico NMDA esta ubicado en las neuronas
postsinapticas del cuerno dorsal; por lo tanto, una le-
si6n nerviosa produce un incremento importante del
glutamato espinal que abre los canales NMDA, cau-
sando un flujo interno de Ca* y Na*, el cual provoca
mayor respuesta de la célula postsinaptica.®®

En una lesién, cuando la generaciéon de radicales
libres es mas importante que los mecanismos antioxi-
dantes, se induce el incremento en la permeabilidad
celular, asi como el decremento en el potencial de
membrana. El efecto de la glicina sobre las enzimas
antioxidantes se puede deber al bloqueo de este
aminoacido en la activacion de las células de
Kupffers, las cuales son productoras radicales libres
de oxigeno, nitrégeno y citoquinas, por lo que, en
concentraciones altas, incrementan el dano isquemia-
reperfusion. Este bloqueo detiene la activacion de es-
tos factores sobre las enzimas antioxidantes con la
restauracion de los valores normales de éstos.°

En modelos de animales con lesiéon nerviosa perifé-
rica, se ha comprobado que la infusién intratecal de
glicina disminuye la hiperalgesia terminal, lo que su-
giere que la glicina puede disminuir los sintomas de
dolor neuropéatico.'*!?® Otros estudios muestran que
la administracion de glicina en ratas con lesion de es-
pina dorsal genera una recuperacién mas rapida y de
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mejor calidad en comparacién con los animales, sin la
administracion de este aminoacido.*

MATERIAL Y METODO
Animales

Se utilizaron 35 ratas Wistar machos adultas, con
peso promedio de 225 g; 15 fueron estudiadas con
glicina, 15 sin glicina y 5 como grupo control. Las
ratas fueron colocadas 5 por caja en condiciones
estandares de laboratorio con ciclos de 12 horas de
luz y sombra, la alimentacién fue ad libitum.

Los animales fueron tratados de acuerdo con los
estandares internacionales de manejo de animales de
laboratorio.'® El procedimiento fue aprobado por los
Comités de Etica e Investigacion del Instituto Nacio-
nal de Rehabilitacion en la ciudad de México.

Los animales fueron divididos en seis grupos de
acuerdo a los dias de administracion de la glicina:

e Grupo 0: grupo control (n = 5);

* Grupo 1, 2 y 3: cirugia de nervio periférico y ad-
ministracion de solucién salina intraperitoneal
(i. p.) por 15, 30 y 60 dias, respectivamente (n = 15);

* Grupo 4: cirugia de nervio periférico y la adminis-
tracion de glicina i.p. por 15 dias (n = 5);

*  Grupo 5: cirugia y administracién de glicina i. p.
por 30 dias (n = 5);

* Grupo 6: cirugia y administracién de glicina i. p.
por 60 dias (n = 5).

Procedimiento quirurgico

Todos los animales (n = 35) fueron intervenidos
quirargicamente bajo anestesia general mediante la
administracién de una mezcla de ketamina y xilazina
(80 mg/kg v 8 mg/kg peso corporal) de manera
intraperitoneal, lo cual fue suficiente para todo el
procedimiento. La superficie medial del muslo izquier-
do y derecho fue preparada en todos los animales,
rasurandola y realizando la antisepsia con una solu-
cién de Isodine® y alcohol al 20%, colocando campos
estériles en la zona operatoria. El nervio ciatico fue
expuesto mediante una incisién antero-medial y
longitudinal, la cual se orient6 del trocanter mayor al
condilo medial del fémur, seguido por una diseccién
roma entre los musculos abductores anteriores. El
nervio se observé en toda su longitud, pero sélo fue
separado del tejido blando adyacente en su tercio me-
dio. Se us6 un microscopio quirirgico de 40x para
manejar el nervio ciatico durante cada paso del pro-
cedimiento quirargico. En el Grupo 0 se expuso y se
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cerrd por planos; en el resto de los Grupos, el nervio
ciatico fue expuesto, se realizé el procedimiento
electrofisiolégico y posteriormente el nervio izquierdo
fue seccionado de manera transversal y reparado con
una técnica epineural con 4 puntos separados de
nylon 9/0. Por dltimo, se realizé un nuevo estudio
electrofisiolégico para tener una certeza de que no
existian fibras colaterales en dicho nervio. Finalmen-
te, se cerré la incisién por planos.

Cuando el efecto anestésico disminuyd, se puso a
las ratas en sus cajas de confinamiento y alimentadas
at libitum hasta el fin del experimento.

Medicamentos

A los Grupos 4, 5, 6 (n = 5 por Grupo) se le adminis-
tro glicina (SIGMA) i.p., con una concentraciéon de 40
mM/kg en solucién isoténica. Esta se administré dia-
riamente entre las 11 am y 12 pm, de acuerdo con el
tiempo programado de 15, 30 y 60 dias respectiva-
mente.

En los Grupos 1, 2 ,3 (n = 5 por Grupo) se les ad-
ministré una solucién salina isoténica al 0.9% i.p. de
la misma manera y dias que la glicina.

Electrofisiologia

El estudio electrofisiolégico se realizé en las ratas
bajo las mismas condiciones anestésicas referidas an-
teriormente. El registro se realiz6 antes y después de
la seccién nerviosa para verificar que no existian fi-
bras colaterales. El nervio ciatico fue disecado en
toda su longitud y se aplicé el estimulo eléctrico a
través de un electrodo bipolar con pulsaciones 0.2 ms
supramaximo de 8V. Los potenciales fueron registra-
dos del musculo gastrocnemio, con un electrodo de
aguja y graficados de manera digital (modelo Cadwell
3000).

Al final del tiempo programado para cada Grupo se
anestesio a las ratas nuevamente, se disecé el muslo
izquierdo y se expuso el nervio para realizar un nuevo
estudio electrofisiolégico en la zona proximal a la repa-
racion nerviosa. Solamente se verificé que hubiera
conducciéon nerviosa y se midieron las ondas de
latencia y amplitud para evaluar si existian diferencias
significativas entre los Grupos 4, 5, 6, contra 1, 2,y 3.

Evaluacion patologica

Antes de que los animales fueran sacrificados en los
dias 15, 30 y 60 postoperatorios con una inyecciéon
intraperitoneal de pentobarbital sédico (Anestesal
Pfizer®, 120 mg/kg peso corporal), se retiré completa-

mente el nervio ciatico donde se produjo la lesion,
con una longitud de 8 mm proximales y 10 mm
distales a la lesion.

Los segmentos nerviosos se deshidrataron en una
solucion de alcohol etilico en concentraciones ascen-
dentes y posteriormente incluidas en resina epéxica
(Poly Bed-812®, Polysciences Inc.). Se realizaron
multiples cortes, con un ultramicrétomo (MT 6000-
XL, RMC Inc.), de los segmentos nerviosos, iniciando
del sitio de la reparacion hacia la porcién distal. Los
cortes fueron tenidos con azul de toludina al 1% y
examinados con un microscopio de luz (Zeiss
Axiophoto) equipado con videocamara y conectado a
una computadora cargada con el programa KS 400
Measure Interactive (version 2.0).

Analisis de datos

Todos los datos se expresan en medias = SD. La prue-
ba paramétrica comparativa de Wilcoxon se utilizé
para el analisis estadistico de latencias y amplitudes
del mismo grupo antes y después de la lesiéon con un
nivel de significancia de p < 0.05. La prueba no
paramétrica de Mann-Whitney se utiliz6 para el anali-
sis estadistico en la comparacién de latencias y ampli-
tudes entre los grupos de control y estudio, 60 dias
posteriores a la cirugia, usando SPSS 10.0 (Inc.,
Chicago, IL), con un nivel de significancia p < 0.05.

RESULTADOS

Los procedimientos anestésicos y quirtargicos se reali-
zaron sin complicaciones y fueron tolerados perfecta-
mente por todos los animales, los cuales no presenta-
ron ningin sintoma de infeccién. En el Grupo 0, las
huellas de la garra derecha se encontraron completa-
mente separadas al segundo dia de la cirugia, el peso
era el mismo, completamente normal. En los otros
grupos, donde se les realizé la reparacion nerviosa, la
contractura inicial de flexién y la abduccién de la
pata de las ratas se recuperé gradualmente, asi como
la capacidad de pararse y caminar sobre esa pata; sin
embargo, el peso que se aplicaba a dicha extremidad
nunca se recuper6 aun después de las 4 semanas
postoperatorias.

Evaluacion electrofisiologica

La prueba Wilcoxon se utiliz6 para comparar amplitu-
des y latencias en los Grupos antes y después de la le-
sién y reparacion nerviosa para reportar los valores p.
La prueba mostré que no existen diferencias signifi-
cativas entre los grupos.
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Los Grupos del dia 15 (1 y 4) no presentaron nin-
gun registro electrofisiolégico en este periodo.

La prueba Mann-Whitney se utiliz6 para comparar
los resultados de amplitudes y latencias entre los gru-
pos con y sin tratamiento a base de glicina al mes y
dos meses posteriores a la lesién del nervio periférico,
obteniendo una p = 0.690 para amplitudesy p = 0.841
para latencias.

Evaluacién patolégica

La figura 1 consiste en microfotografias de nervios le-
sionados a los 15, 30 y 60 dias después de la cirugia
reparadora con y sin tratamiento a base de glicina.

La morfologia interna del nervio fue completamen-
te normal en el Grupo O (Figuras 1 A, By C), con las
tipicas fibras mielinizadas de diferentes didmetros dis-
tribuidas en fasciculos individuales.

En los Grupos 1, 2 y 3 (sin glicina) se observa-
ron datos tipicos de degeneracion walleriana, con
pérdida avanzada axonal, residuos de mielina,
vacuolas y macro6fagos fagocitando glicina degene-
rada y mastocitos. En el dia 15 (Figura 1 D), en-
contramos restos axonales y zonas con apariencia
normal, con macr6fagos y mastocitos. Al mes (Fi-
gura 1 E), habia una mayor cantidad de macré6fagos
y zonas con muchas vacuolas y axones con aparien-
cia normal. A los dos meses (Figura 1 F), el tejido
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conectivo predominé, y se observan algunos nt-
cleos celulares indiferenciados en algunas mues-
tras con pequenos grupos de axones que se encuen-
tran en regeneracion.

En el Grupo tratado con glicina (Figuras 1 G, He I)
presentaron nervios en regeneraciéon y las muestras
con una mayor cantidad de tejido conectivo y graso;
habia una mayor cantidad de fibras con mielina, con
un menor diametro y disposiciones irregulares que el
grupo sin tratamiento. La menor densidad axonal y
la presencia de fibras con menor didmetro muestran
que existen brotes de crecimiento en los axones dana-
dos y que estan creciendo a diferente velocidad, como
se ve en las fotografias con diametros diferentes.

DISCUSION

Los resultados electrofisiol6gicos muestran que al
dia 15 después de la lesion y reparacion nerviosa, no
existe conduccién nerviosa, pero al mes y a los dos
meses después de la lesion, hay conduccion en ratas
con y sin tratamiento con glicina.

Todas las lesiones de nervio periférico van segui-
das por un colapso de la membrana axonal, fuga de
axoplasma y un intenso intercambio idnico; por otro
lado, los iones extracelulares (Na*, Ca*) entran en la
fibra, mientras los iones intracelulares (K*) se esca-
pan de ella, por lo que el axoplasma se vuelve més po-

Figura 1. Microfotografias representativas
del nervio cidtico. A, B y C. Grupo control
sin lesion. D. Grupo sin tratamiento 15 dias
después de la lesién. E. Grupo sin trata-
miento 1 mes después de la lesion. F. Gru-
po sin tratamiento 2 meses después de la
lesion. G. Grupo con tratamiento con glicina
15 dias después de la lesion. H. Grupo con
tratamiento con glicina 1 mes después de la
lesién. . Grupo con tratamiento con glicina
2 meses después de la lesion.



Padilla MK y cols.: Cambios histolégicos y electrofisiolégicos en lesiones de nervio periférico tratadas con glicina

Cir Plast 2008;18(2):50-55

sitivo. Los componentes intracelulares como las
mitocondrias, emigran hacia el sitio de la lesién:
aquéllos en el segmento proximal se mueven de mane-
ra distal y los del segmento distal se mueven de mane-
ra proximal, es decir, de un ambiente menos positivo
hacia uno mas positivo.1%8

De acuerdo con nuestros resultados, en el grupo
con glicina se da una mayor regeneraciéon morfolégica
al mes de la reparacion epineural del nervio lesiona-
do, asi como una recuperacion funcional progresiva,
aunque no es completa, como la que se observa a los
dos meses en nervios sin el suplemento de glicina.
Pero, de acuerdo con la histologia, existe una gran
diferencia entre los cortes de los nervios que recibie-
ron glicina y los que no. La histologia del nervio re-
parado con glicina tiene una morfologia mas pare-
cida a un nervio normal.

Estos resultados son debidos a la accién de la
glicina en las células de Kupffer y otras células blan-
cas, que induce un flujo intracelular de Cl'y produce
una hiperpolarizacién de las membrana, previniendo
el incremento intracelular de Ca*+,'*?! lo que es pro-
ducido por muchos estimulos como la lesién nervio-
sa, endotoxina, hipoxia, etc. Sin embargo, la glicina
bloquea los estimulos intracelulares y la produccién
de citoquina, lo que inhibe el proceso inflamatorio y
la degeneracién walleriana, y también regula la for-
macién de tejido cicatrizal intra y extraaxonal .22

Obviamente, el nervio estaba muy deteriorado con
el tiempo, pero es importante resaltar que la presen-
cia de pequenos grupos de axones en el Grupo 6 indi-
caron reinervacion, a diferencia de los no administra-
dos con glicina; en estos grupos se destrozaron los
axones y a los dos meses algunas muestras presenta-
ron pocas fibras regeneradas.

Finalmente, es necesario llevar este estudio al si-
guiente nivel de investigacion para que se proponga a
este aminoacido como tratamiento adyuvante en los ca-
sos de lesiones de nervio periférico en humanos, princi-
palmente en el miembro superior, ya que se ha demos-
trado que la glicina no causa algtin efecto indeseable en
animales o en humanos; la glicina via oral permite que
la concentraciéon sanguinea sea mayor a 1 mM; una
concentracion de 0.1 a 0.2 mM y protege de danos cau-
sados por endotoxinas en un choque téxico.!02>27
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