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1. INTRODUCCION

13 SISTEMA NERVIOSO CENTRAL ES EL MAS COMPLEJO OEL
ORGANISMO. SIN EMBARGO, LAS CELULAS NERVIOSAS INDIVIDUALES ESTAN
MEJOR COMPRENDIDAS QUE LA MAYOR!A DE OTROS TIPOS CELULARES. A
PARTIR DE PROPIEDADES PARTICULARES SE PUEDE EXPLICAR EL
FUNCIONAMIENTO DE PEQUERAS PARTES DE ESTE SISTEMA. -

LA IMPORTANCIA DE ESTUDIAR EL SISTEMA NERVIOSO RADICA EN LAS
FUNCIONES DEL MISMO YA QUE REGULA EL COMPORTAMIENTO, DE ACUERDO A
LAS CIRCUNSTANCIAS EXTERNAS, Y COORDINA LAS ACTIVIODADES INTERNAS
DEL CUERPO. PARA OUE ESTAS FUNCIONES SE LLEVEN A CABO DEBE HABER
UNA INFORMACION SENSORIAL, LA CUAL PENETRA EN EL SISTEMA, Y ESTE
PRODUCE UNA RESPUESTA EN FORMA DE SENALES QUE CONTROLAN LAS
CONTRACCIONES MUSCULARES, LAS SECRECIONES GLANDULARES, ETC.

CUALQUIER ESTIMULO QUE PENETRA EN EL SISTEMA NERVIOSO ES
TRANSFORMADO A UNA SERAL ELECTRICA. EL SIGNIFICADO DEL MENSAJE
ELECTRICO ESTA DADO POR EL DISPOSITIVO QUE EFECTUA LA
CONVERSION (TRANSDUCTOR)., CADA TRANSDUCTOR RESPONDE A UN ASPECTO
ESPECIFICO DEL AMBIENTE O A UN TIPO PARTICULAR DE ESTIMULO, TALES
COMO LA LUZ, LA TEMPERATURA, UN COMPUESTO QUIMICO ESPECIFICO, O
UNA FUERZA O DESPLAZAMIENTO MECANICO.

LOS TRANSDUCTORES SUMINISTRAN AL SISTEMA NERVIOSO UN AMPLfO
FLUJO DE INFORMACION SENSORIAL Y EL CEREBRO DEBE PROCESAR ESTA
INFORMACION, [0S MECANISMOS MOLECULARES DE LA TRANSOUCCION, COMO
DEL.  PROCESAMIENTO POSTERIOR DE LOS DATOS SENSORIALES POR PARTE

DEL CEREBR(O, SON POCO CONOCIDOS.



A. GENERALIDADES.

1. MORFOLOGIA NEURONAL Y COMUNICACION NERVIOSA.

LA FUNCION ESPECIFICA DE LAS NEURONAS, CELULAS DEL SISTEMA
NERVIOSO ES LA OF GENERAR Y TRANSMITIR SENALES ELECTRICAS A
TRAVES DE LAS CUALES SE DISTRIBUYE ¥ PROCESA LA INFORMACION
EXTRAIDA DEL MEQIO AMBIENTE, ESTA FUNCION SE LOGRA GRACIAS A LA
PRESENCIA DE UNA MEMBRANA SELECTIVAMENTE PERMEABLE A  LOS
OISTINTOS IONES PRESENTES EN LOS MEDIOS INTRA Y EXTRACELULAR. LOS
CAMBIOS EN LA PERMEABILIDAD IONICA SON LOS RESPONSABLES DE LA
GENERACION Y PROPAGACIGN DE LOS IMPULSOS.

LAS NEURONAS TIENEN DIVERSAS FORMAS, PERO EN GENERAL SE
DIVIDEN EN TRES PORCIONES (FIG, 1):

SOMA O CUERPO CELULAR.~ CONSTITUIDO POR EL CITOPLASMA, EL
NUCLEO Y LOS ORGANELOS CELULARES.

DENDRITAS. - SON FROLONGACIONES QUE PARTEN DEL SOMA CELULAR,
SE RAMIFICAN CERCA DE ESTE Y PROVEEN UNA GRAN SUPERFICIE OF
CONTACTO EN DONDE SE RECIBEN LA MAYORfA OE LAS  SENALES
PROVENIEYTES DE LAS DEMAS CELULAS.

Ao, ’ ES UNA PROLONGACION DEL SOMA DE LONGITUD VARIABLE,
ES LA VIA DE TRANSMISION AFERENTE DE LAS SERNALES RECIBIDAS POR
LAS DENDRITAS Y PROCESADAS POR EL SOMA HASTA SU EXTREMO TERMINAL
EN DONDE HACE CONTACTO CON UNA SEGUNDA O MAS NEURONAS. EN SU
PORCION TERMINAL, EL AXON SE ENSANCHA FORMANDO BOTONES SINAPTICOS
QUE CONTIENEN MITOCONDRIAS, MICROTUBULOS, NEUROFILAMENTOS v
VESI{CULAS SINAPTICAS. (AS CUALES JUEGAN UN PAPEL IMPORTANTE EN LA
COMUNICACION NEURONAL .



FIre., 1. ESTRUCTURA FUNCIONAL DE LA NEURONA. A} NUCLEO, 8)
SOMA, CJ) AXON, D) DENDRITAS, E) MIELINA, FJ NODO DE RANVIER, G)
OLIGODENDROCITO, (MODIFICADO®*).

€L BOTON SINAPTICO FORMA PARTE DE LA ENTIDAD LLAMADA
SINAPSIS. TERMINO INTRODUCIDO POR SHERRINGTON EN {897' PARA
DENOMINAR LA REGION DE COMUNICACION EN QUE UNA NEURONA, SEPARADA
POR UN ESPACIO INTERSINAPTICO SE COMUNICA CON OTRA.

EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL, LOS AXONES SE ENCUENTRAN
RODEADOS DE UNA VAINA OE MIELINA DERIVADA DE LAS CELULAS GLIALES,
CONOCIDAS COMO OLIGODENDROCITOS, MIENTRAS QUE EN EL SISTEMA
NERVIOSO PERIFERICO, SON LAS CELULAS DE SCHWAN LAS QUE PROVEEN
DEL RECUBRIMIENTO MIELINICO DE LOS AXONES, EL CUAL SE ENCUENTRA
INTERRUMPIDO PERIGDICAMENTE POR ESPACIOS REGULARES CONOCIDOS COMO

NODULOS DE RANVIER.



LA CONDUCCION DE LOS IMPULSOS ES MAS RAPID EN 7L OS xar{EtS'
MIEL.INIZADOS, Y ES DE CARACTER SALTATORVIO‘ PU'E‘STk ouE ’_ILA 7 :
FUNCIONA COMO UN AISLANTE Y LOS CAMBIOS DE VOLTAUE SE“PR:‘LVJPAGVANB,:E V
NODO A NODO. SRR

LAS CELULAS NEURONALES DE MANERA GENERAL SE COMUNICAN, ~POR
MEDIO DE SINAPSIS ELECTRICAS Y OUIMICAS.

SINAPSIS ELECTRICA.- EN LA (FIG.2) ESTA REPRESENTADA LA
SINAPSIS ELECTRICA Y SE CARACTERIZA POR LA PRESENCIA DE UN
ESPACIO INTERSINAPTICO (ESPACIO DE FLUfDO EXTRACELULAR ENTRE LAS
MEMBRANAS  PRESINAPTICA ¥ LA POSTINAPTICA) MUY  REDUCIDO,
TIPICAMENTE OE 2 NM. EN ESTE TIPO SINAPSIS LAS NEURONAS SE
COMUNICAN POR MEDIO DE UNA CORRIENTE IGNICA, DE AH! QUE SE LE
LLAME SINAPSIS ELECTRICA. A ESTE TIPO DE SINAPSIS TAMBIEN SE LE
DENOMINA "UNION COMUNICANTE® (GAP JUNCTION) Y SE ASOCIA CON UNA
BAJA. RESISTENCIA MEMBRANAL ENTRE LAS CELULAS, OUE PERMITE LA
FACIL TRANSMISION DE LA CORRIENTE ELECTRICA DE LA MEMBRANA
PRESINAPTICA A LA MEMBRANA POSTSINAPTICA. LAS SINAPSIS ELECTRICAS
SON BIDIRECCIONALES, NO SON EXCLUSIVAS DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL Y PARECEN ESTAR INVOLUCRADAS EN FENOMENOS DE TRANSMISION
RAPIDA.

SINAPSIS OQUIMICA.. LAS SINAPSIS OUIMICAS SE CARACTERIZAN
POR PRESENTAR UN ESPACIO SINAPTICO DE 20 NM, LLEVANDOSE A CABO
eN 0.5 MSEG EN PROMEDIO, ENTRE LA DESPOLARIZACION PRESINAPTICA,
LA LIBERACION DE LOS NEUROTRANSMISORES, LA DIFUSION DE ESTOS A
TRAVES DEL ESPACIO SINAPTICO Y (A INTERACCION DEL TRANSMISOR CON
EL RECEPTOR EN LA MEMBRANA POSTSINAPTICA.

SE PUEDE DEFINIR A UN TRANSMISOR QUIMICO COMO UNA SUBSTANCIA

QUE ES LIBERADA SINAPTICAMENTE POR UNA NEURONA, QUE AFECTA A OTRA

INA"




CELUL"A (NEURONA U ORGANO EFECTOR).DE UNA‘ MANE;RA‘ !

ENZIMAS DETERMINANTES DE LA S!NTESIS DEL .
TRANSMISOR, 3

2,- QUE ESTE PRESENTE EN LA TERMINAL . PRESINAPTICA Y'l SEA
LIBERADO EN CANTIDADES SUFICIENTES PARA EJERCER  SU
ACCION EN LA NEURONA POSTSINAPTICA U ORGANO EFECTOR.

3.~ QUE CUANDO SE APLIQUE EXOGENAMENTE (COMO DROGA) EN
CONCENTRACIONES RAZONABLES, LA SUSTANCIA REPRODUICA
EXACTAMENTE LA  MISMA  ACCIGN  FISIOLSGICA DEL
NEUROTRANSMISOR LIBERADO ENDOGENAMENTE,

4.~ Que EXISTA UN  MECANISHO  PARA  ELIMINAR AL
NEUROTRANSMISOR DE SU SITIO DE ACCIGN=,

" UN NEUROTRANSMISOR ES CAPAZ DE INDUCIR DISTINTAS RESPUESTAS
EN LA CELULA RECEPTORA, COMO CAMBIO EN LA PROBABILIDAD DE DISPARO,
QUE ES UNA RESPUESTA DE TIPO TODO O NADA, CAMBIO ODEL PATRON
“INTRINSECO DEL DISPARO NEURONAL, O CAMBIO EN LA RESPUESTA
TEMPORAL NEURONAL,

ESTE PROCESO PUEDE EXPLICARSE DE LA SIGUIENTE MANERA:

EXISTE UN POTENCIAL DE REPOSO DE LA CELULA NERVIOSA, QUE ES
NEGATIVO EN EL INTERIOR (DE -60 MV A -90MV). LA MEMBRANA NEURONAL
ES RELATIVAMENTE PERMEABLE A IONES K* E IMPERMEASBLE AL NA™ v
CA=™>,

A LA LLEGADA DE UN ESTIMULC UMBRAL, LA MEMBRANA GENERA UN

POTENCIAL - DE ACCIGN, DURANTE EL CUAL LA PERMEABILIDAD AL NA™



AUNE)VT.‘/;,‘ ORIGINANDGSE UNA DESPOLARIZACION DE LA MEMBRANA (+30 MV
/»’A 50MVI. SIN EMBARGO NI LA SALIOA DE K™, NI LA ENTRADA DE NA™,
.SONHrA-;l‘ IMPORTANTES PARA LA LIGERACION DEL NEUROTRANSMISOR, COMO
L0 ES LA APERTURA DE CANALES SENSIBLES A VOLTAJE DE LA MEMBRANA
PRESINAPTICA, FOR LOS QUE ENTRA EL CAT”™ QUE ACTIVA €L MECANISMO
ENCARGADO DE LA LIBERACION DEL NEUROTRASMISOR™: 7,

UNA VEZ LIBERADC EL NEUROTRASMISOR ESTE DIFUNDE ¥ ALCANZA LA
MEMEBRANA POSTSINAPYICA DONDE INTERACTUA CON RECEPTORES
ESPECIFICOS QUE AHI SE ENCUENTRAN (FIG, 3). LA UNION OEL
NEUROTRASMISOR AL RECEPTOR INDUCE UN CAMBIO CONFORMACIONAL DE

ESTE OLTIMO, QUE DETERMINA QUE SE ABRAN CANALES DE NA'-‘ cL-, K-,

CAT=, L0 CUAL FRERMITE A LOS IONES FLUIR A TRAVES DEL CANAL. LA
INTERACCION DEL NEUROTRANSMISOR CON SU RECEPTOR CONTIMUA MIENTRAS
EL TRANSMISOR NO SEA INACTIVADO, QUE PUEDE OCURRIR POR
DEGRADACION ENZYMATICA O POR SISTEMAS DE RECAPTURA, YA SEA POR LA
TERMINAL SINAPTICA, O POR LAS CELULAS GLIALES.

DEPENDIENDG DEL EFECTO OQUE SOBRE LA NEURONA POSTSINAPTICA
EJVERIA EL  NEUROTRANSMISOR [ IBERADO, LA ACTIVIDAD DE LA CELULA
SECRETORA PUEDE SER EXCITADORA o INHIBIDORA™ . Los
NEUROTRANSMISORES MEJOR CONOCIDOS SE MUESTRAN EN EL CUADRO I.

LA COMUNICACION QUIMICA AUNQUE ES MAS LENTA, E£5 MAS FLEXIBLE
YA QUE INTERCONECTA NEURONAS EXCITADORAS € INHIBITORIAS DE MANERA
COMPLEJA, Y PERMITE UN GRADO MUCHO MAYOR DE REGUILACION.

EN EL PRESENTE TRABAJO NUESTRA ATENCION SE CENTR;‘ &N EL
ACIDO  T-AMINOBUTIRICO, (GABA} EL CUAL ES UN NEUROTRANSMISOR
INHIBIDOR OQUE JUEGA UN PAPEL IMPORTANTE EN EL CONTROL MOTOR.

ADEMAS DE PARTICIPAR EN MUCHAS OTRAS FUNCIONES CEREBRALES.
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FIre, 3 ESQUEMA FUNCIONAL DE LA SINAPSIS QUEIMICA. EN
LA  PRESINAPSIS SE ENCUENTRAN LOS SISTEMAS O0F ALMACENAMIENTO DEL
TRANSMISOR, VESICULAS SINAPTICAS Y CITOPLASMA, LOS MECANISMOS
RESPONSABLES DE LA LIBERACION OEL TRANSMISOR OUE SE ACTIVAN
CUANDO LA CONCENTRACION INTERNA OF IONES CA=" SE INCREMENTA, POR
LA APERTURA DE LOS CANALES O€ CA®~ SENSIBLES AL VOLTAJE.
OURANTE (A LLEGADA OE UN POTENCIAL DE ACCION A LA TERMINAL
SINAPTICA O POR LA ACTIVIDAD OF t0OS SISTEMAS QUE CONTROLAN LA
CONCENTRACION INTERNA DE CA™™, COMD LA MITOCONDRIAS, O E£L
RETICULO ENDOPLASMICO. EL TRANSMISOR LIBERADO INTERACCIONA CON SU
RECEPTOR  POSTSINAPTICO ESPECIFICO, QUE OEPENDIENDO DE LA
NATURALEZA DEL TRANSMISOR PUEODE ORIGINAR CAMBIOS RAPIDGS EN LA
PERMEABILIDAD IONICA DE LA MEMBRANA POSTSINATICA A TRAVES
DE LA ACTIVACION DE CANALES ESFECI{FICOS PARA IONES NA™, CL~ 0 K~
(ToMADO OE”) .



-CUAbRO; I.- VES‘TRUCTURA GUIHICA DE.LOS: NEUROTRANSMISORES -DE  'BAJO :
PESO MOLECULAR MAS CONDCIOOS. L : :

Excitodores e o
Acatileoling CHJ-g-d-Cﬁz-Cﬂz-r!l-CHJ ]
b
Acido glutamico HOOC- CHg=Cha=CH-NHz
COOH
Inhibidores

Acido ¥ -aminobutirico (GABA) HOOC-CH;-CHz-Cﬂz-NHz
Glicina MOOC-CMZ-NM2

HO
Dopamina* ]@‘ CHp-CHa-NH;

HO

HO CH-CHy-NHg
Norepinefltina® HO bH

HO CHy=CHg=NH,
Scrotoninag® m

H

® LAS CATECOLAMINAS (DOPAMINA Y NOREPINEFRINA}, AS{ COMO LA
SEROTONINA, TIENEN EFECTOS EXCITADORES SOBRE  ALGUNAS
NEURONAS. (TomADO DE™®),



2, ACI0O T-AMINOBUTIRICO (GABA).

A) IMPORTANCIA DEL GABA COMO NEUROTRANSMISOR INHIBIDOR.

FUGENE ROBERTS™ Y  JORGE AWAPARA™ DESCUBRIERON
INDEPENDIENTEMENTE LA PRESENCIA DEL GABA EN EL TEJIDO CEREBRAL EN
1950. EL  PAPEL DEL GABA COMO NEUROTRANSMISOR FUE SUGERIDO
INICTALMENTE POR FLOREY Y COL.2? QuIENES LO ENSAYARON EN UNA
NEURONA SENSORIAL DEL SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO DE UN CRUSTACED.

FLOREY ¥ COL.® DEMOSTRARON QUE LA DESCARGA NEURONAL PODA
SER INHIBIDA POR EL GABA, POR LOS EXTRACTOS ODE CEREBROS DE
MAMIFEROS QUE CONTENIAN GABA v POR L0OS EXTRACTOS DE LOS NERVIOS
PERIFERICOS DEL CRUSTACEO. BAZEMORE®, MOSTRS QUE ESTE AMINOACIDO
DUPLICABA LA ACCION TRANSMISORA EN CIERTAS VIAS SINAPTICAS.

OBATA v TAKEDA’® FUERON LOS PRIMEROS EN DEMOSTRAR LA
LIBERACION DE GABA EN SISTEMAS DE MAMIFEROS, CUANDO OBSERVARON SU
PRESENCIA EN EL CUARTO VENTRICULO, DESPUES DE QUE LAS CELULAS ODE
PURKINJE FUERON ESTIMULADAS.

LA CARACTERISTICA PRINCIPAL DE ESTE NEUROTRANSMISOR ES
PRECISAMENTE SU ACCION INHWIBIDORA. CON ESTUDIOS IONTOFORETICOS SE
HA DEMOSTRADQG QUE EL GABA INHIBE LA DESCARGA DE LAS NEURONAS DEL
SNC DE LOS MAMIFEROS.

LA PRIMERA EVIDENCIA DIRECTA QUE SE TUVO ACERCA DE OQUE EL
GABA ACTUA COMO UNA SUSTANCIA TRANSMISORA INHIBIDORA EN EL SNC DE
LOS MAMIFEROS FUE HECHA EN 1967, CUANDO KRNJEVIC Y SCHWARTS'!
COMPARARON LAS PROPIEDADES DE LOS POTENCIALES POSTSINAPTICOS
IHIBITORIOS (IPSPS) v LA HIPERPOLARIZACION DE LA  MEMBRANA

INDUCIDA POR EL GABA. AMBAS ACCIONES SON DEPENDIENTES DE CL- (oN

10



POTENCIALES DE INVERSION SIMILARES, INDICANDO QUE EL GABA . PODRIA
SER PRINCIPALMENTE UN TRANSMISOR INHIBIDOR.

EL  AUMENTO EN LA CONDUCTANCIA AL CL-  ryg  BLOQUEDD
SELECTIVAMENTE Y DE MANERA REVERSIBLE POR LA PRESENCIA DE
BICUCULINA, UN ALCALOIDE VEGETAL, EL CUAL RESULTS SER UNA
HERRAMIENTA  IMPORTANTE EN EL ESTUDIO DE LA  TRANSMISION
GABAERGICA. SIN EMBARGO EN ESTUDIOS POSTERIORES, LA BICUCULINA
FUE INEFECTIVA BLOQUEANDO LOS EFECTOS DEL GABA, INDICANOC LA
EXISTENCIA DE DOS TIPOS DIFERENTES DE RECEPTORES A GABA.

ACTUALMENTE SE CONOCE QUE LOS PROCESOS INHISITORIOS MEDIADOS POR
EL. GABA SE LLEVAN A CABO ATRAVES DE DOS TIPOS ODE RECEPTORES:
GABAa v GABAs.

EL RECEPTOR GABAa ESTA INTEGRADO AL CANAL DE CL™ Y HA SIDO
08JETO DE  INTENSOS  ESTUDIOS, SE  ENCUENTRA MUY BIEN
CARACTERIZADO'?, HAY MENOS INFORMACION OISPONIBLE DEL RECEPTOR
GABAm, EL CUAL SE ACOPLA A CANALES DE CA®" O CANALES DE K7,
INVOLUCRA LA ACTIVACION DE PROTEINAS G EN LA MEMBRANA CELULAR ¥

PROBABLEMENTE OTROS MECANISMOS INTRACELULARES!S,

8) BIOSINTESIS Y DEGRADACION DEL GABA.
LA GLUCOSA, LA PRINCIPAL FUENTE DE ENERGIA DEL CEREBRO, ES
UN PRECURSOR EFICIENTE DE GABA v ES PROBABLEMENTE LA PRINCIPAL
FUENTE "IN VIVO®, A TRAVES DE LA FORMACION DEL PIRUVATO, EL CUAL
ENTRA AL CICLO DE KREBS HASTA LLEGAR A a-CETOGLUTARATO. ESTE POR
UNA  TRANSAMINACION SE CONVIERTE EN GLUTAMATO QUE A SU VEZ ES EL
PRECURSOR OIRECTO DEL GABA. EN LA (FIG. 4) MUESTRA LA VIA

METABOLICA DE SINTESIS Y DEGRADACION DEL GABA.



GLUCOSA

e PIRUVATO
TRANSAMINACION DE @~AMINO ACIDOS

ACETIL-COA
OXALOACETATO
0=C-~CH2~COO0H
!Z‘ O0H
MALATO CITRATO
HOOC-CH~CH=~COOH .. HOOC-CH=~COH-CH=~COO0H
H. - eGH
FuMarRATO CICLO DE KRESS ISOCITRATO
HOOC-CH=CH=COOH . = —m=mm=mmm—m—ee HOOC-CH~CH-CH=~COOH
bH L‘OOH
SUCCINATO k a-CcE TOGL UTARATO
HOOC-CH=-CH=~COO0H =C-CH=-CH=2—COOH
'\__’-—-f/ LOOH
NADH . TRANSAMINACIONES
SSADH
NAD~
SEMIALDEHIDO GLUTAMATO
SUCCINICO
O=CH-CHz=~CH=~COOH NHz=CH-CHz~CH=~COOH
OOH
GABA-T

GLUTAMATO ‘/&‘
a=CETOGLUTARATO Hz-CH:-CH. ~CHz=~COOH o=

FIG. 4, VIA DE SINTESIS Y DEGRADACION DEL GABA (MODIFICADO DE**).
GABA-T. SSADH v GAD VvER PAGINAS 15-19.




LA VIA METABOLICA SE INICIA MEDIANTE LA TRANSAMINACION DEL
a-CETOGLUTARATO (FIG.4) UN INTERMEDIARIO EN EL CICLO DE KREBS, A
ACIDO GLUTAMICO., EL ACIDO GLUTAMICO ES DESCARBOXILADO POR LA
GLUTAMATO DESCARBOXILASA (GAD), PARA FORMAR GABA. EL GABA Es
TRANSAMINADG POR LA GABA-a-OXO-GLUTARATO TRANSAMINASA (GABA-T)
PARA FORMAR SEMIALOEWIDO SUCCINICO. (A TRANSAMINACION PUEDE
LLEVARSE A CABO SOLO SI EL SITIO ODEL a-CETOGLUTARATO ES EL
ACEPTOR DEL GRUPO AMINO. ESTA TRANSFORMACION DE a-CETOGLUTARATO
EN EL PRECURSOR DEL GABA, GLUTAMATO, PERMITE LA  CONTINUA
FORMACION OF GABA.,

EL SEMIALDEHIDO SUCCINICO FORMADO DE GABA ES RAPIDAMENTE
OXIDADO A ACIDO SUCCINICO POR LA  SEMIALDEHIDO  SUCCINICO
DESHIOROGENASA (SSADH) PARA QUE EL SUCCINICO ENTRE NUEVAMENTE AL
CICLO DE KREBS.

£t GABA DESPUES ODE EJUERCER SU ACCION EN EL RECEPTOR
POSTSINAPTICO, SE ELIMINA DE LA HENDIDURA SINAPTICA POR RECAPTURA
PRESINAPTICA Y POR CAPTURA DE CELULAS GLIALES:< (Frc 5). DESPUES
DE SU CAPTURA, EL GABA ES METABOLIZADO POR LA GABA-T, LA CUAL
TRANSFIERE EL GRUPO AMINO DEL GABA AL a—-CETOGLUTARATO, FORMANDO
SEMIALDEHIDO SUCCINICO ¥ GLUTAMATO.  EN CELULAS GLIALES EL
GLUTAMATO ES CONVERTIDO A GLUTAMINA POR MEDIO DE LA GLUTAMINA
SINTETASA, ENZIMA LOCALIZADA PRINCIPALMENTE EN LA GLIA'® ¥ LA

GLUTAMINA ES TRANSFERIDA A LA TERMINAL PRESINAPTICA’*- “*7,
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€)' ENZIMAS INVOLUCRADAS DIRECTAMENTE EN LA - TRANSMISION
) GABAERGICA. o

EN LA NEUROTRANSMISION GABAERGICA INTERVIENEN rgss"r‘slvé[ims
OE MANERA FUNDAMENTAL (FIG. 4.). o :

I)  GLUTAMATO DESCARSOXILASA (GAD, EC° 4,1.1. r5),. " uE
CONVIERTE €L ACIDO GLUTAMICO EN GABA. POR - UNA REACCION  DE
DESCARBOXILACION.

LA ENZIMA RESPONSABLE EN LA SINTESIS DE GABA HA SIDO AISLADA
DE CEREBRO OE RATON Y DE HUMANO'=~=%_ (ISANDO UNA CROMATOGRAF[A DE
AFINIDAD (SEPMADEX G-Z00) SE SEPARARON DOS FORMAS OE LA GAD €N EL
RATGN, UNA DE ALTO FPESG MOLECULAR Y QTRA DE BAJO PESD MOLECULAR.
LA PRESENCIA DE DOS FORMAS OE ACTIVIDAD OE LA GAD €N EXTRACTOS
CRUDOS  DE CEREBRO DE RATON HA SIDO TAMBIEN INFERIDO  OF
EXPERIMENTOS CINETICOST =7,

EN 1978 TAPIA v COVARRUBIAST® Y (OVARRUBIAS ¥ TAPIA™®,
POSTULARON LA EXISTENCIA OE DOS POBLACIONES D€ GAD EN LAS
TERMINALES NERVIOSAS GAPAERGICAS: UNA SOLUBLE EN EL SINAPTOPLASMA
Y LA OTRA (OCALIZADA A NIVEL DE LA MEMBRANA PRESINAPTICA,
DIFERENCIANDOSE EN OUE LA PRIMERA DE ESTAS DOS  ENZIMAS
PROBABLEMENTE  LISA COMD SUSTRATO  UN  GLUTAMATO  DERIVADO
PREFERENTEMENTE DE GLUTAMINA, POR UNA REACCION CATALIZADA POR °
LA GLUTAMINASA, ENZIMA QUE SE ENCUENTRA CONCENTRAOA EN TERMINALES
NERVIOSAST®, EL GABA ASf  FORMADO  SERIA  LIBERADO  POR
DESPOLARIZACION OEPENDIENTE OE CA¥~ =% =&,

EN CONTRASTE LA GAD OQUE SE ENCUENTRE EN LA MEMBRANA

PRESINAPTICA SE UNE A £STA EN PRESENCIA DE (A" v USE cCoMO
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SUSTRATO UN GLUTAMATO PROBABLEMENTE PROVENIENTE DEL CICLO OF
KREBS, EL GABA SINTETIZADO DE ESTA MANERA SERIA LIBERADO POR UN
PROCESO ACOPLADO A SU SINTESIS, PROBABLEMENTE EN AUSENCIA DE
DESPOLARIZACIGN=®. =%, "

LA GAD INICIALMENTE FUE PURIFICADA DE CEREBRO DE RATON™®, v
ACTUALMENTE SE SABE OUE LA GAD TIENE UN PESO MOLECULAR OE 85
KILODALTONS (KD}, QUE 3SU KM ES DE 0.7 MM PARA EL GLUTAMATO
(SUSTRATO DE LA ENZIMA) Y DE 0.05 MM PARA EL FOSFATO DE PIRIDOXAL
(PLP), COFACTOR DE LA ENIZIMA; EN CONDICIONES FISIOLOGICAS AHsAs
SUSTANCIAS SE ENCUENTRAN A NIVELES MAYORES Yy PODRIA ESTAR
NORMALMENTE SATURADA "IN VIVO“>*, UJSANDO ANTICUERPOS CONTRA ESTA
ENZIMA SE HA CONFIRMADO SU LOCALIZACION EN LAS TERMINALES
SINAPTICAS DE LAS NEURONAS GABAERGICAS>o. a3, e

Los ESTUDIOS CINETICOS DOE LA GAD HAN DEMOSTRADO QUE EXISTEN DOS

FORMAS DIFERENTES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA; UNA DEPENDE DE LA
COENZIMA FIRMEMENTE UNIDA A LA APOENIIMA, Y POR CONSIGUIENTE ES
INDEPENDIENTE OEL PLP LIBRE Y SE ASOCIA MAS FACILMENTE A LA
MEMBRANA, LA SEGUNDA FORMA SE ENCUENTRA SOLUBLE EN EL CITOPLASMA
DE LA TERMINAL SINAPTICAT® ™.

ESTUDIOS DE LA GAD EN DESARROLLO,- SE SABE QUE LA ACTIVIDAD
DE LA GAD CEREBRAL SE INCREMENTA DURANTE EL DESARROLLO POSNATAL
EN LA RATA, Y DESPUES DE 23 DIAS LA ACTIVIDAD DE LA GAD en ToOO
EL CEREBRO PERMANECE SIN CAMBIO HASTA LLEGAR EL ANIMAL AL ESTADO
ADULTO™ .,

EN CEREBRO DE RATON HAN SIDO REPORTADAS ALGUNAS PROPIEDADES
OE LA GAD, COMO SU SENSIBILIDAD A LA HIPOTONICIDAD, A TRITON
X-100 €L CUAL ES UN DETERGENTE, A PROPIEDADES DE SEODIMENTACION, A

PREINCUBACION A 37 OC, HABIENDO DIFERENCIAS ENTRE LA GAD OE
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RECIEN NACIDOS Y LA ENZIMA DE ANIMALES ADULTOS. LA ENZIMA DE LOS
RECIEN NACIDOS FUE INACTIVADA POR ESTOS PROCEDIMIENTOS, MIENTRAS
QUE LA ENZIMA PRESENTE EN LOS ADULTOS NO ES AFECTADAS4  Fora
SENSIBILIDAD DISMINUYE PROGRESIVAMENTE DURANTE EL DESARROLLO;
ESTO PUEDE SER PORQUE LA PROTEINA DE LA ENZIMA INMADURA SUFRE
CAMBIOS DURANTE EL DESARROLLO O BIEN, ESTA ES REEMPLAZADA POR UNA
FORMA MADURA™”, ADEMAS, LA ACTIVACION DE LA GAD DE RECIEN NACIDOS
POR CONCENTRACIONES SATURANTES OE PLP ES MENOR QUE EN LA ENZIMA
DE LOS ADULTOS, SUGIRIENDO QUE LAS DIFERENCIAS EN SENSIBILIDAD
PUEDEN ESTAR RELACIONADAS CON EL GRADO DE SATURACION FPOR LA
COENZIMA?

LA GAD EN RATON DE RECIEN NACIDOS Y DE ADULTOS HA SIDO
PARCIALMENTE PURIFICADA®®, EN AMBOS CASOS SE OBTUVIERON 2 PICOS
DE ACTIVIOAD DE LA GAD, LOS CUALES FUERON SEPARADOS POR UN GEL DE
FILTRACION Y POR GEL DE ELECTROFORESIS, UN PICO CON UN PESO
MOLECULAR OE 200 KD v OTRO CON UN PESO DE 85 KD, A UN PH OPTIMO

DE 6.5 Y UNA KM ENTRE | v 2 tMam,

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GAD.- LA TECNICA OUE CON
MAYOR FRECUENCIA SE UTILIZA PARA MEOIR LA ACTIVIDAD DE LA GAD
CONSISTE EN LA DETERMINACION MANOMETRICA DE “~“CO» LIBERADO POR LA
DESCARBOXILACION DEL ACIDO GLUTAMICO, UTILIZANDO COMO SUSTRATO
GLUTAMATO MARCAUO con [**CJ] . UN SEGUNDO PROCEDIMIENTQ QUE SE
HA DICHO PODRIA SER MAS EXACTO PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DE LA GAD
CONSISTE EN EL ANALISIS DEL GABA FORMADO., ESTE PUEDE DETERMINARSE
DE VARIAS MANERAS, EN ESTE TRABAJQ UTILIZAMOS LAS REACCIONES
ACOPLADAS 0E (A GABA-T Y DE LA DESHIDROGENASA DEL SEMIALDEHIDO

SUCCINICO (5SADH), QUE ORIGINAN UN NUMERO EQUIVALENTE DE MOLES OE
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NADPH*e ‘s 10s DE GABA ORIGINALAMENTE PRESENTE.

‘II}] LA GABA-a-CETOGLUTARATO  TRANSAMINASA (GAPA-T, &c
1.2.1.24), ES LA PRIMERA ENIIMA DEL CATABOLISMO DEL GABA, EN UNA
REACCION REVERSIBLE OE TRANSAMINACION, QUE CONVIERTE AL GABA EN
SEMIALDEHIDO SUCCINICO. ESTA ENZIMA TAMBIEN REQUIERE PLP coMo
COENZIMA, DE MANERA QUE ESTE COMPUESTO ES NECESARIO PARA LA
SINTESIS Y LA DEGRADACION DEL GABA. LA GABA-T ESTA CASI SATURADA
DE COENZIMA EN EL SNC, v SE ENCUENTRA MAS SOLIDAMENTE UNIDA A
ELLA QUE LA GAD AL PLP.

La GABA-T SE HA PURIFICADO DEL CEREBRO DE RATON Y SE HAN
PREPARADO ANTICUERPOS CONTRA ESTA“:, TIENE UN PESO MOLECULAR DE
109 Ko, v su KM ES PARA EL GABA EsS DE 1.1 M¥F®, LA DISPONIBILIDAD
DE a-CETOGLUTARATO JUEGA UN PAPEL IMPORTANTE EN LA DEGRADACIGN
DEL GABA., (CUANDO OCURRE LA MUERTE DEL ANIMAL LOS NIVELES DE a-
CETOGLUTARATO DISMINUYEN RAPIDAMENTE, EL GABA NO PUEDE SER
DEGRADADO Y CONTINUA FORMANDOSE A PARTIR DEL GLUTAMATO. ES DECIR,
DESPUES DE LA MUERTE OCURRE UN AUMENTO RAPIDO EN  LAS
CONCENTRACIONES CEREBRALES DEL GABA, ACOMPARADOG DE UN DESCENSO OF
LOS NIVELES DEL GLUTAMATO*Z, MILLER v COL.*™ REPORTARON QUE, MUY
POCO TIEMPO DESPUES DE LA MUERTE DEL ANIMAL SE PRODUCE UN AUMENTO
EN LA ACTIVIDAD DE LA GAD SATURADA POR PLP, SUGIRIENDO QUE ESTA
ACTIVACION  POST-MORTEN OE LA GAD CEREBRAL PUEDE SER PRODUCIDA
COMO CONSECUENCIA DE LOS RAPIDOS CAMBIOS FPOST-MORTEM DE LGOS
NIVELES DE LOS NUCLEGTIDOS DE LA ADENINA, QUE "IN VIVO" -INHIBEN
LA ASOCIACION DEL COFACTOR CON LA ENZIMA,

LA GABA-T ESTA UNIDA A LAS MITOCONDRIAS LIBRES LOCALIZADAS
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EN TRES COMPARTIMENTOS: TERMINALES, SINAPTICAS CELULAS GLIALES ¥
" PROCESOS 'NEURONALES POSTSINAPTICOS. EW LA TERMINAL, LA GABA~T
PARTICIPA EN EL MANrENIMIéNTO DE LAS CONCENTRAL‘IONES DEL BABA.
MIENTRAS QUE EN LOS OTROS DOS INTERVIENE EN LA DESTRUCCION DEL

GABA, DESPUES DE OUE ESTE NEUROTRANSMISOR HA SIDO LIBERADO.

III) LA DESHIDROGENASA DEL SEMIALDEH{DO SUCCINICO (SSADH, EC
1.2.,2.24), LA SSADH ES LA ENZIMA FINAL DE LA VIA DEGRADATIVA DEL

GABA ¥ RESPONSABLE DE LA OXIDACION DEL SEMIALOEHIDO SUCCINICO
(SSA}, A SUCCINATO, EL CUAL VUELVE A ENTRAR AL CICLO DE KREBS
(FIG.4) <=,

ESTA ENZIMA HA SIDO IDENTIFICADA EN TEJIDO CERESRAL DE
ALGUNAS ESPECIES ANIMALES INCLUYENDO EL GATO, LA RATA, EL MONO Y
EL HOMBRE, LA SSADH ES UNA ENZIMA MITOCONORIAL Y SU DISTRIBUCION
ES SIMILAR A LA DE LA GABA-T, (FIG.4J.

SE SABE  OUE LA ACTIVIDAD DE LA  ENZIMA  AUMENTA
APROXIMADAMENTE TRES VECES DURANTE EL DESARROLLO PUSNATAL DE LA
RATA*=,  MIENTRAS OUE LA GAD ¥ LA GABA-T MUESTRAN UN INCREMENTO
HASTA DE &8 VECES €N SU ACTIVIDAD**, ESTE INCREMENTO ES MAYOR
ENTRE LOS 10 v 20 01AS™”,

{A CONCENTRACION DE SSA CEREBRAL PARECE SER MUY BAJA, APROX-
IMADAMENTE (.05 A 0.1 NMOL/G DE TEJIDO CEREBRAL DE RATON. E£STO
HACE PENSAR OUE EL CATASOLISMO DEL S55A NO ES EL PASO LIMITANTE EN
LA VIA FINAL DEL GABA, Y OUE LA ACTIVIDAD DE LA SSADH ES MAS ALTA
OUE LA DE LA GABA-T. POR OTRO, LADO SE HA ENCONTRADO OQUE LA
ACTIVIDAD OF LA SSADH CON RESPECTO A LA GABA-T ES 5 VECES MAYOR
EN LA RATA, Y DE 1.8 A 1.5 VECES EN CEREBRO HUMANO™®, '

S€ HA PURIFICADO LA SSADH DEL CEREBRO DE RATA, ASI COMO DEL



CEREBRO HUMANO. ESTUDIOS ESTRUCTURALES MUESTRAN GUE LA SSAOH EN
LA RATA TIENE UN PESO MOLECULAR DE 140 KD v QUE SE ENCUENTRA
COMPUESTA DE DOS SUBUNIDADES DE IDENTICOS PESOS MOLECULARES,

EXPERIMENTALMENTE SE HA CALCULADO LA KM PARA EL NAD, OUE ES
0 2 x 10~ M v PARA SSA DE 1 x 10™* M. Su PH 6PTIMO €S DE 8.6°3,

EN CEREBRO DE HUMANOS SE ENCONTRO QUE LA SSADH ESTA FORMADA
POR DOS DIMEROS, CON UN PESO MOLECULAR DE 145 KD, COMPUESTOS DE
UNA MANERA SIMILAR PERO NO IDENTICOS EN SUS SUBUNIDADES. EL PH
6PTIMO, AL IGUAL QUE EN LA SSADH DE LA RATA, FUE DE 8.6, PERO LAS
ENZIMAS A ESE PH NO FUERON MUY ESTABLES, POR LO QUE LAS
DETERMINACIONES CINETICAS FUERON HECHAS A PH 7,2, RESULTANDO UNA
KM PARA EL NAD DE 1.85 x 10 =5 y pg 2 x 10 —% PARA EL SSA*=.

LA GABA-T v LA SSADH SON ENZIMAS MITOCONDRIALES Y LA GAD SE

ENCUENTRA SOLUBLE EN EL CITOPLASMA,

0) VITAMINA 8. Y EL FOSFATO DE PIRIDOXAL.
SE LE LLAMA VITAMINA Ba (Bs) A UNA SERIE DE COMPUESTOS
DERIVADOS DE LA 2-METIL-3-HIDROXI-5-HIDROXIMETILPIRIDINA., ESTOS

COMPUESTOS SE CONOCEN COMO VITAMEROS, PORQUE TIENEN LA MISMA
ACTIVIDAD VITAMINICA QUE LA Bs, SON: EL ALCOHOL PIRIDOXINA [2-

METIL-3~HIDROXI~4, 5-BIS-(HIDROXIMETIL)-PIRIDINA], EL ALDEHIDO,
PIRIDOXAL  (3-HIDROXI-5-HIDROXIMETIL)-2~METILISONICOTINALDEHIDO),
Y LA AMINA PIRIDOXAMINA (Z-METIL-3-HIDROXI-4-AMINO  METIL-5-
HIDROXIMETIL-PIRIDINA) .,

LOS FOSFATOS DE ESTOS TRES COMPUESTOS SON TAMBIEN VITAMEROS.
LA Ba FUE IDENTIFICADA, COMO UN FACTOR DE LA DIETA CAPAZ DE
CURAR EN LA RATA UNA DERMATITIS CONOCIDA COMO ACRODINIA. EN 1938

LA Bs FUE AISLADA EN FORMA PURA A PARTIR DEL ARRGZ Y ODE LA
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LEVADURA. EN 1942 SNELL Y COL., (CITADO EN*T) OESCUBRIERON AL
PIRIDOXAL Y LA PIRIDOXAMINA COMO LOS AGENTES MAS POTENTES PARA EL
CRECIMIENTO BACTERIANO, Y COMO PRECURSORES MAS DIRECTOS. DE LAS
FORMAS ACTIVAS DE ESTA VITAMINA.

EL  VITAMERO METABOLICAMENTE ACTIVO COMO COENZI‘Mv/}‘ 55 éL

FOSFATO DE PIRIDOXAL (FIG. 6).

x
HO- B oM
oo

Lot
6 ~CH,

. . NH;
e CHO - CHs

10-F-0-CHi  NOH ‘0-P-0-CH, OH
L . f

RAGTEREN N‘Am, ~~CH,

Foalas de pindonat Foulate de puridoss mhina

O—9=0

me. 6. VITAMEROS DE LA Be Y PRODUCTOS DE SU METABOLISMO,
. (ToMADO DE*7),

EL FOSFATO DE PIRIDOXAL SE OBTIENE MEDIANTE LA FOSFORILACION
DEL PIRIDOXAL POR ACCION DE UNA CINASA ESPECIFICA., CON EXCEPCION
OEL GRUPO DE LAS ENZIMAS AMINOTRANSFERASAS QUE PUEDEN USAR
FOSFATO DE PIRIDOXAL ¥ FOSFATO DE PIRIDOXAMINA, TYODAS LAS ENZIMAS
DEPENDIENTES DE LA Ba REOQUIREN ESPECIFICAMENTE FOSFATO DE
PIRIDOXAL, POR LO QUE LOS OTROS VITAMEROS DEBEN CONVERTISE EN

ESTE (FI6, 7)-°,
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FOSFATO DE
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CINASA ” FOSFATASA
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FIG. 7. INTERCONVERSIONES DE LOS VITAMEROS Ba ¥ DERIVADOS.
(TOMADO DE*®),

EN AVES Y MAMIFEROS, INCLUYENDO AL HOMBRE, CON UNA SEVERA
DEFICIENCIA OE VITAMEROS OE Bs TIENE COMO CONSECUENCIA LA
APARICION OE CONVULSIONES, LAS CUALES SON CONTROLADAS POR
SUPLEMENTO OF Bs . EL REQUERIMIENTO NUTRICIONAL DEL HOMBRE DE LA
Ba FUE ESTABLECIDO EN 1954, DEBICO A LA EPIDEMIA OCURRIDA EN MAS
DE 500 INFANTES QUE SUFRIERON CRISIS CONVULSIVAS DESPUES DEL USO
OE UN LIQUIDO ALIMENTICIO PARA INFANTES QUE INADVERTIDAMENTE NO

SE HABIA COMPLEMENTAGO CON B- DURANTE SU ELABORACION. ALGUNOS
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DE ESTOS INFANTES FUERON ESTUDIADOS EN DETALLE POR COURSIN-'F" QUIEN

REPDRTé LA DESPARIUCION DE LOS ATAQUES Y LA NORMALIZACION DEL- EEG
EN" "POCOS MINUTOS DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE B« EN FORMA DEV
(PIRIDOXINA-HCL, TAMBIEN EN 18954, EL PRIMER CASO DE DEPENDENCIA DE
‘Ea FUE REPORTADO POR HUNT Y COLABORADORES (CITADO EN*®’, Llos
INFANTES DESARROLLARON ATAQUES EN EL PERIGDO NEONATAL, QUE NO
RESPONDIO A LOS ANTICONVULSIVANTES USUALES Y QUE FUE COMPLETAMENE
CONTROLADA CON UNA DOSIS DIARIA OE 10 MG OF Ba (como

PIRIDOXINA),

3. EL GABA Y SU RELACION CON LA PRODUCCION DE CONVULSIONES

LAS CONVULSIONES REPRESENTAN UNA MANIFESTACION DEL SNC
CUANDO LA ACTIVIDAD EXCITADORA EXCEDE LA CAPACIDAD DEL TEJIDO
NERVIOSO PARA MODULARLA. LA ACCION DE LOS NEUROTRANSMISORES
INHIBIDORES ES  OBVIAMENTE IMPORTANTE PARA  BALANCEAR  LAS
INFLUENCIAS DESPOLARIZANTES DEL FLUJO CATIONICO PASIVO Y DE LOS
NEUROTRANSMISORES  EXCITADORES.  LOS EFECTOS  EXCITADORES £
INHIBIDORES  CONSTANTEMENTE  INTERACTUAN SOBRE LA MEMBRANA
NEURONAL, Y PARTICIPAN CONJUNTAMENTE EN EL PROCESAMIENTO DE LA
INFORMACION EN EL SNC.

ES  IMPORTANTE SERALAR QUE LA INHIBICION PARECE SER UNA DE
LAS PRINCIPALES FORMAS DE CONTROL OE LA FUNCION DEL SNC. POR
EUEMPLO LAS NEURONAS PIRAMIDALES DE LA CORTEZA CEREBRAL ¥ ODEL
HIPOCAMPO SE ENCUENTRAN PRACTICAMENTE CUBIERTAS DE TERMINALES DE
NEURONAS GABAERGICAS OUE ACTUAN SOBRE ELLAS. £ES DECIR, LAS
NEURONAS PIRAMIDALES ESTAN FUERTEMENTE INHIBIDAS POR LA ACCION DE

OTRAS NEURONAS INHIBIDORAS, Y MEDIANTE UNA DESINIBICION, LAS
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NEURONAS DE ESE SECTOR PUEDEN SER LIBERADAS PARA QUE DESCARGUEN A
UNA VELOCIDAD Y SECUENCIA DIFERENTES®®,

PARA CONSIDERAR EL PAPEL DE LAS NEURONAS GABAERGICAS EN LA
EPILEPSIA CORTICAL FOCAL, FUE NECESARIO DETERMINAR INICIALMENTE Si’
LAS NEURONAS GABAERGICAS OISMINUYEN EN NUMERO, © 'SI sus
RELACIONES CON OTRAS NEURONAS ESTAN ALTERADAS MORFOLOGICAMENTE®!,

ESTUDIOS DE INMUNOHISTOQUIMICA HECHOS EN CORTEZA SENSITIVA Y
MOTORA DE MONOS EPILEPTICOS, PERMITIERON CORRELACIONAR LA
ACTIVIDAD EPILEPTICA CON EL NUMERG DE TERMINALES
GABAERGICAS™>, O0BSERVANDOSE UNA DISMINUCIGN SIGNIFICATIVA EN EL
NUMERO DE TERMINALES POSITIVAS PARA LA GAD EN LOS SITIOS
EPILEPTOGENICOS. ESTOS RESULTADOS LO QUE APOYA LA MIPOTESIS DE
QUE UNA PERDIDA RELATIVAMENTE SELECTIVA DE LAS NEURONAS
INHIBIDORAS GABAERGICAS, PUDIERA SER  RESPONSABLE DE LA
SUSCEPTIBILIDAD A LA ACTIVIDAD CONVULSIVA OBSERVADA EN EL  FOCO
EPILEPTICO, ESTAS OBSERVACIONES SON PARTICULARMENTE IMPORTANTES,
YA QUE MUCHAS EPILEPSIAS EN MUMANOS SON CAUSADA POR LESIONES
CEREBRALES PRODUCIDAS POR TRAUMATISMOS, TUMORES Y ANGIOMAS., ESTAS
CONDICIONES PUEDEN INTERFERIR CON ElL FLUJO NORMAL DE LA SANGRE A
UNA REGION EN PARTICULAR, PROPICIANDO LA MUERTE CELULAR.

POR OTRA PARTE, LA BARRERA HEMATOENCEFALICA NO ES ATRAVESADA
POR EL GLUTAMATO NI POR EL GABA. POR ESTA RAION, CUANDO SE
ADMINISTRAN ESTOS COMPUESTOS, NO SE ALTERAN LAS CONCENTRACIONES
DE GABA EN EL CEREBRO. LA GLUTAMINA Y LA PIRIDOXINA, S!
ATRAVIESAN LA BARRERA HEMATOENCEFALICA Y SU ADMINISTRACION
TAMPOCO MODIFICA EL CONTENIDO CEREBRAL DE GABA, ESTE HALLAZGO
INDICA QUE LOS NIVELES TISULARES NORMALES DEL PRECURSOR Y ODEL

COFACTOR SON SUFICIENTES PARA SATURAR LA ENZIMA DE SINTESIS DEL
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GABA=> . poR OTRA PARTE, LA SINTESIS DEL GABA PUEDE SER RETARDADA
0 BLOQUEADA SI SE INTERFIERE CON LA ACTIVIDAD DE LA GAD™,

ALGUNOS DE LOS MECANISMOS PARA LOGRAR ESTO SON  LOS
SIGUIENTES:

1.- INNIBICION COMPETITIVA DE LA UNION DEL COFACTOR A LA GAD
CON  ANTAGONISTAS OE PLP COMO SON LA METOXIPIRIDOXINA - Y
DESOXIPIRIDOXINA®=: =

2.~ INACTIVACION DEL PLP POR LA FORMACION DE COMPLEJOS
ESTABLES PLP-HIDRAZIDAS®*,

3.~ INHIBICION COMPETITIVA CON EL SUSTRATO GLUTAMATO, CON
ACIDO 3-MERCAPTOPROPIONICO™=: 7. =3

EL  ACIDO-3-MERCAPTOPROPIONICO SE  UTILIZA CON  MUCHA
FRECUENCIA PARA LA INWIBICION DE LA SINTESIS DE GABA "IN vIvo®. LA
ADMINISTRACION SISTEMICA DE UNA DOSIS MODERADA DE ESTA DROGA EN
RATAS, INHIBE LA ACTIVIDAD DE LA GAD CEREBRAL Y PRODUCE UN
AUMENTO NOTABLE DE LA ACTIVIDAD MOTORA. SI SE UTILIZA UNA DOSIS
MAYOR OCURREN CONVULSIONES, PARALELAMENTE A LA INHIBICION DE LA

GAD, PERO NO A LA DISMINUCION DEL GABA CEREBRAL®Z,
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II, ANTECEDENTES INMEDIATOS DEL ESTUDIO

A, T-GLUTAMIL HIDRAZONA DEL FOSFATO DE PIRIDOXAL (PLPGH).

LA PLPGH ES UNA DROGA CON PROPIEDADES INTERESANTES. SE SABE
QUE ESTA DROGA Al SER ADMINISTRADA EN RATONES POR VIA SISTEMICA,
CAUSA SEVERAS CONVULSIONES, AL MISMO TIEMPO QUE DISMINUYE LA
ACTIVIDAD DE LA GAD EN UN 42 % ¥ LA DE LA PIRIDOXAL CINASA,
ENCARGADA DE FOSFORILAR AL PIRIDOXAL, EN UN 36 % =s,

EN OTRO ESTUDIO PARALELO” SE OBSERVS OUE LA PLPGH EN
RATONES TIENE EFECTOS IDENTICOS A LOS QUE TIENE LA ADMINISTRACION
CONJUNTA DE DOSIS EQUIMOLARES DE T-GLUTAMIL HIDRAZIDA (GH) v PLP.

LA HIDRAZIDA SE COMBINA CON EL EL GRUPO CARSBONILO DE PLP,
COMPORTANDOSE COMO INHIBIDOR COMPETITIVO DE LA GAD.

LA PLPGH "IN VIVO" RESULTA DE LA COMBINACISN DE LA GH v EL
PLP, PRODUCIENDO CONVULSIONES Y DISMINUYENDO LA CONCENTRACION DE
GABA CEREBRAL POR INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA GAD.

Et. MECANISMO DE ACCION SUGERIDO PARA ESTA DROGA ES OUE LA
INHIBICION "IN VIVO® DE (A PIRIDOXAL CINASA INTERUMPE EL suPLéMéXi}o
DE - LA COENZIMA EN SU FORMA ACTIVA (PLP), LO CUAL ES RESPONSAéLE ;"
DE LA APARICION DE CONVULSIONES®®-3% pop (A CONSECUENTE INH}EIC.IEON
" DE LA GAD. )

LA RELACION ENTRE LA SUSCEPTIBILIDAD A CONVULSIONES, ~ EL
CONTENIDO OE PLP, LA ACTIVIDAD DE LA PIRIDOXAL  CINASA Y LA
ACTIVIDAD DE LA GAD FUERON ESTUDIADADAS EN CEREBRO DE RATON
DURANTE DESARROLLO POSNATAL, UTILIZANDO PLPGH, SE ENCONTRS OUE LA
ACTIVIDAD DE LA PIRIDOXAL CINASA Y LOS NIVELES DE PLP. DISMINUYS

EN LAS EDADES ESTUDIADAS., LA ACTIVIDAD DE LA GAD FUé INHIBIDA EN: -
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ANIMALES DE 2 Y 5 DIAS EN MENOS DE UN 25 % Y APROXIMADAMENTE 50 %
_EN ANIMALES CON MAYOR EDAD. LA ACTIVACION POR PLP "IN VITRO® FUE
MENOR EN HOMOGENADOS DE CEREBRO DE ANIMALES DE Z Y 5 DIAS DE EDAD
QUE EN LAS DEMAS EDADES™#, SIN EMBARGO, UN HALLAZGO IMPORTANTE ES
QUE EN ANIMALES ADULTOS LA T-GLUTAMIL HIDRAZONA INHIBE LA GAO

MUCHO MENOS EN LA RATA QUE EN EL RATONTT.

LA PLPGH SE HA INYECTADO EN RATAS ADULTAS A DOSIS QUE
DISMINUYERON LA ACTIVIDAD DE LA GAD ENTRE UN 18 X v UN 20 X, -SIN
CAUSAR CONVULSIONES, A DIFERENCIA DE LO QUE OCURRE EN EL RATON.
ESTA. INMIBICION OCURRE EN AUSENCIA DE PLP EXOGENC, Y PUEDEVF

REVERTIRSE ARADIENDO ESTA COENZIMAZ®. =<,
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III. OBUETIVO.

134 VIRTUD DE LOS ANTECEDENTES REVISADOS, SE CONSIDERS DE
INTRES ESTUOIAR El. EFECTQ DE LA T-GLUTAMIL HIDRAZONA DEL FOSFATO
DE  PIRIDOXAL DURANTE EL DESARROLLO POSNATAL 0OF LA RATA, CON  EL
FIN DE EVALUAR SUS EFECTOS SUBRE LA ACTIVIDAD O€ LA GAD CEREBRAL

Y SU RELACION CON LA APARICION DE CONVULSIONES, ESTE ES EL

OBJETIVQ DEL PRESENTE TRABAJC,
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, v, MATERIALES Y METODOS. :
j "LA "T-GLUTAMIL HIDRAZONA DEL FOSFATO DE PIRIDOXAL (PLPGH! Fu'é
SINf;r:z;abA ‘"EN'EL LABORATORIO COMO PREVIAMENTE FUE DESCRITO. POR’
\TAPIA: v’ COLABORADORES=>, ERR
“Li: :Topos LOS COMPUESTOS QUIMICOS UTILIZADOS, TALES COMO LA
V“_;SQLE"S, ENZIMAS Y COENZIMAS, SE OBTUVIERON COMERCIALMENTE.

= SE UTILIZARON RATAS WISTAR DE 2, 5, 10, 15, 20, 25 v 30 DfAS
"DE - EDAD DE AMBOS SEXOS Y RATAS MACHOS DE 90 DIAS DE EDAD CON UN

"PESO APROXIMADO DE 200 6.
A. TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES.

LOS ANIMALES FUERON DIVIDIDOS EN 2 GRUPOS; AL PRIMERO SE LE
INYECTO (PLPGH) INTRAPERITONEALMENTE (I.P,), LA CUAL FUE DISUELTA
EN  AGUA (16 MG/ML) E INYECTADA A UNA DOSIS DE 80 MG/KG DE PESO.
EL  OTRO GRUPO FUE EL CONTROL AL CUAL SE LES INYECTS SOLUCION
SALINA AL 0.9% .

LOS ANIMALES INYECTADOS CON LA DROGA FUERON DECAPITADOS EN
EL MOMENTO QUE PRESENTARON LA PRIMERA CONVULSIGN TONICO-CLONICA
GENERALIZADA, EN EL CASO DE LAS RATAS OUE NO PRESENTARON
CONVULSION, FUERON SACRIFICADOS A TIEMPOS EQUIVALENTES A LOS DE
LOS ANIMALES QUE S{ PRESENTARON L.LAS CONVULSIONES, ‘AL IGUAL OUE
LOS ANIMALES CONTROLES.

L0S CEREBROS SE EXTRAJERON Y FUERON HOMOGENIZADOS, SIN
INCLUIR EL PUENTE NI EL CEREBELO, EN BUFFER DE FOSFATOS DE NA™
50 M1, PH 6.4, A 4°C,

LA ACTIVIDAD O0E LA GAD FUE VALORADA POR DOS METODOS: EL

RADIOQUIMICO, Y EL ENZIMATICO, QUE SE DESCRIBIRAN A CONTINUACION.
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LOS YRE'SUL TADOS -SE EXPRESAN COMO NMOLAS/MG PROTEINA POR ~ 20
HINU’TDS o€ INCUS‘AEIGN. LA PROTEINA SE DETERMIND POR EL METOOC DE
LOWRY** . PARA COMPROBAR LOS EFECTOS DE LA PLPGH, 10S 0ATOS
OBTENIDOS ~ SE COMPARARON ESTADISTICAMENTE | CONTRA LOS DA TdS
OBTENIDOS DE LOS ANIMALES CONTROLES MEDIANTE LA -PRUEBA I ~OF

STUDENT,

1. METODO RADIOQUINICO.

PARA CUANTIFICAR LA ACTIVIOAD DE LA GAD POR ESTE METODO, SE
UTILIZS LA TECNICA OE ALBERS Y BRADYT  (CON  ALGUNAS
MODIFICACIONES, Y CONSYSTIS EN LD SIGUIENTE:

SE INCUSARON 25 ul OEL HOMOGENADO OF TEJIDO EN UN TUBO A DE
CRISTAL PYREX DE 0.25 ML DE VOLUMEN, QUE CONTEN(A 29 ul. DE BUFFER
DE FOSFATOS DE NA~ 50 MM, 0.05 uCI DE I[*CI-GLUTAMAYD 12 MM,
EN PRESENCIA O AUSENCIA DE 8 ut PLP (0.1 MM O0E (] FINAL). EN UN
TUBO B 0OE LAS MISMAS CARACTERISTICAS SE COLOCARON 50 u«L DE
HYAMINA CON LA FINALIDAD DE QUE €STA ATRAPARA AL ““COx ( IBERADO,
PROGUCTO DE LA DESCARBOXILACION DEL ACIDO GLUTAMICO MARCAOO
RADIOACTIVAMENTE, AMBOS TUB0S SE CONECTARON CON UNA MANGUERA OF
HULE, ¥ SE INCUBARON DURANTE 20 MINUTOS A 3700 EN  AGITACION
CONTINUA, LA REACCION FUE OETENIDA INYECTANDO EN EL TUBD A
APROXIMADAMENTE 100 1l DE HxSD+ 2N PARA DESNATURALIZAR A LA
ENZIMA. COMO BLANCO SE INCLUYS EN CADA EXPERIMENTO UN TUBD EN LAS
MISMAS CONDICIONES ANTERIORES, EN OONDE LA REACCION SE DETUVG A
TYEMPO CERO, DESPUES DE DETENIOA LA REACCION, LA INCUBACIGN SE
CONTINUG POR | H., CON EL FIN DE LOGRAR UNA TOTAL OIFUSISN DEL
‘*C0=, LIBERADO. PASADO ESE TIEMPO EL TUBO 8 SE DEPOSITS EN UN
VIAL OUE CONTENEA 10 ML OE LIQUIDO OF CENTELLEO (5 G DE PPO v 100
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MG DE P(_JPOP'T‘ E&.U ' rrno DE.Ta ENoJ, Los VIALEs “sE AG[T‘ARON~

'PARA . QUE EL4=C ATRAPAOO “POR. LA HYAMINA ss orsrRmuysﬂA,‘

Houoée‘NEAMEN TE,

DE CENT'ELLEO PARA MUEST’RAS LIQUIDAS.

2, METODO ENZIMATICO

PARA CUANTIFICAR LA ACTIVIDAD DE LA GAD POR ESTE METODO, SE
HIZO UN ANALISIS DEL GABA FORMADO, A PARTIR DE GLUTAMATO,
DURANTE 20 MIN DE INCUSACION DEL HOMOGENADO DE TEJIDO, A 379C EN
UN BANO DE AGITACION CONTINUA, MEDIANTE REACCIONES ACOPLADAS A LA
GABA~T v A LA SSADH>" (GABASAJ. LAS INCUBACIONES SE HICIERON EN
TUBDS DE POLIETILEND DE 1.5 ML PARA MICROFUGA Y LOS VOLUMENES DE
REACTIVOS UTILIZAD0S FUERON 10 VECES MAYORES A LOS UTILIZADUS EN
EL METODO RADIOMETRICO,

SE HIZO UNA CURVA ESTANDAR OE GABA DE LA SIGUIENTE MANERA:

EN CELOILLAS DE CUARZIO PARA ESPECTROFOTOMETRO DE 3.0 ML SE
COLGCARON 2.5 ML DE BUFFER DE PIRGFOSFATOS DE NA™ 0.1 M, PH 8.6:
150 ut O NADP D.004 M pH 7.0, 100 ut 0OF MEZCLA ENZIMATICA (0.2
UNIDADES DE GABA-T v SSDM DE PSEUDOMONAS FLUORESCENTES), LA CUAL
FUE DISUELTA EN BUFFER OE FOSFATO DE Na*, PH 7.6. con 25% v/v DE
GLICEROL, CONCENTRACIONES CONOCIOAS DOE GABA poE 6.22, 12.5, 25.0 v
50 NMOLAS €N UN VOLUMEN OE 100 ul H=Q DESTILADA. LA REACCION SE
INICIO AGREGANDQ 150 ul. DE a~CETOGLUTARATO 0.02 M PH 7.9. (TopAs
LAS CONCENTRACIONES MENCIONADAS, SON CONCENTRACLONES FINALES EN
EL ENSAYO).

SE€ CUANTIFICO EN £L ESPECTROFOTOMETRO A 340 NM EL INCREMENTQ
OF LA ABSORBANCIA RESULTANTE OEL NADPH FORMADO POR LAS SIGUIENTES

REACCIONES ACOPLADAS:
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\ GARA-T

A) GABA + tI-CETOGLUi'ARA ro

SEMIALDEHIDO . .
SUCCINICO + GLUTAMATO. ] " : L :
© S8DH ) . .
8) SEMIALDEHIDO SUCCINICO + NADP =--==-=—-ceo—nee SUCCINATO - +

NADPH + H*,

LA CANTIDAD 0O NADPH OQUE RESULTA OE LA REACCION, ES
EQUIVALENTE A LA CONCENTRACION DE GABA EN EL ENSAYO,

PARA CUANTIFICAR LOS NIVELES ENDOGENOS DE GABA (TIEMPO CERO
DEL ENSAYO OE LA GAD), DEL HOMOGENIZADO DE CEREBRO SE TOMO UNA
ALICUOTA DE 250 wulL Y SE AGREGS A UN TUBO EL CUAL CONTENIA
100 uL DE ACIDO PERCLORICO AL 5%, OUEDANDO A UNA CONCENTRACION
FINAL EN EL ENSAYO DE 0.7%. ]

PARA CUANTIFICAR LA ACTIVIDAD OE LA GAD EN  ANIMALES
CONTROLES Y EN ANIMALES TRATADOS CON LA PLPGH, LOS EXPERIMENTOS
SE HICIERON EN PRESENCIA O EN AUSENCIA DE PLP EXOGENO Y LA
REACCION  FUE ODETENIDA DE LA MISMA MANERA OQUE LOS  CASOS
ANTERIORES, AGREGANDO 100 ut DE ACIDO PERCLORICO, ODESPUES OF
HABER ESTADO DURANTE 20 MINUTOS EN INCUBACION A 37°C EN UN BARO
DE AGITACION CONTINUA, JUNTO CON EL BUFFER DE FOSFATOS DE NA+ &5p
MM, ACIDO GLUTAMICO 12 MM v PLP (0.086 MM (CUANDO ESTABA
PRESENTE) .

UNA  VEZ DETENIDA LA REACCION SE CENTRIFUGS A 10 000 RPM
DURANTE 10 MINUTOS, EL SOBRENADANTE FUE RECUPERADO Y  SE
LLEVS A UN PH ENTRE 6.0 v 6.3 CON KOM IN. EL PERCLORATO OE K< '

FORMADO SE CENTRIFUGS EN LAS MISMAS CONDICIONES ANTERIORES, .Y EL

SOBRENADANTE DE LA SEGUNDA CENTRIFUGACION FUE UTILIZADO - PARA

CUANTIFICAR LA CONCENTRACION DE GABA.

LOS VOLUMENES DE (.OS SOBRENADANTES UTILIZADOS PARA MEDI!
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GABA PRODUCIDO FUERON VARIABLES (200ut. EN LOS ANIMALES DE 5 O0fAs
DE EDAD, 150 ut EN L0S DE 10 DfAS, 100 uL PARA LOS ANIMALES DE 15
¥ 20 D1AS, 50 uL PARA LOS DE 25 v 30 DYAS Y 40 uL PARA LOS DE 90
DfAS), CORRIGIENDO LOS RESULTADOS POR ESTA VARIABLE.

SE CUANTIFICO EN EL ESPECTROFOTOMETRO A 340 NM EL INCREMENTO
OE LA ABSORBENCIA RESULTANTE DEL NADPH, EN PARALELO CON LA CURVA
ESTANDAR,

EN LA EDAD DE 2 DfAS NO SE MIDIS EL GABA POR ESTE METODO
PORQUE LA TECNICA NO SE PUDO AJUSTAR,
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V. RESULTADOS o 7

LOS ANIMALES CONTROL QUE RECIBIERON SOLUCION SALINA A LAS‘
DfFEﬁENrEs EDADES. EN:.NINGUN .- CASO. .SUFRIERON ~ ALTERACIONES
CONDUC TUALES. »

TODAS LAS RATAS DE 20 DIAS DE EDAD O MENORES, INYECTADAS CON
PLPGH, PRESENTARON CONVULSIONES TONICO~CLONICAS. EN LAS RATAS OF
25 DIAS LA ACTIVIDAD CONVULSIVA SE PRESENTO EN MENOS DEL 30% OF
LOS ANIMALES INYECTADOS Y EN ANIMALES DE MAYOR EDAD NUNCA SE

PRESENTARON CONVULSIONES.

A, CARACTERISTICAS OE LA CONDUCTA PRESENTADA POR LAS RATAS EN
LAS DIFERENTES EDADES.
EN LA TABLA I SE MUESTRAN CUANTITATIVAMENTE (OS RESULTADOS
CONDUCTUALES. A CONTINUACION SE SERALAN LAS CARACTERISTICAS OE
LAS CONVULSIONES.

RATAS DE 2 DIAS DE EDAD.- DEPUES DE 60 MIN DE LA INYECCION

DE PLPGH LAS RATAS MOSTRARON HIPERACTIVIOAD. A LOS 90 MIN SE
OOSERVO PERDIDA DEL CONTROL POSTURAL, DESPLAZAMIENTO CON EL
CUERPO PEGADO AL PISO DE LA JAULA, RIGIDEZ DE EXTREMIDADES Y DE
LA COLA, Y TEMBLORES EN TODO EL CUERPO. APROXIMADAMENTE A LAS DOS
HORAS  SE  PRESENTARON  CONVULSIONES  TONICO-CLONICAS, CON
MOVIMIENTOS LATERALES OE LA CABEZA.

RATAS DE 5 DIAS DE EDAD.- A ESTA EDAD LOS ANIMALES MOSTRARON
SINTOMAS MUY PARECIDOS A LOS DE LAS RATAS OE 2 DIAS, CON LA
DIFERENCIA DE OQUE LAS CONVULSIONES SE PRESENTARON  MEDIA HORA

ANTES Y SE ACOMPARARON DE CHILLIDOS.
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RATAS DE 10 01As DE EpAD, - LAS ALTERACIONES co~nucruuss ENb‘
LOS ANIMALES A" ESTA EDAD SE EMPEZARON A NOTAR. A "LOS 30,_M:~
DE LA _INYECCION DE PLPGH: INOUIETUD, PILOERECCION, - TEMBLORES
_LarEkALEs DE LA CABEZA Y CONDUCTA DE ACICALAMIENTO. - ESTOS
SINTOMAS ODURARON ENTRE 15 v 25 MINUTOS ¥ FUERON SEGUIDOS POR
CONTRACCIONES CLONICAS ESPORADICAS, CHILLIDOS Y FINALMENTE SE
PESENTG LA CONVULSIGN TONICO-CLONICA GENERALIZADA, UNA HORA
APROXIMADAMENTE DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE LA DROGA.

RATAS OE 15 DfAS DE EDAD.- LOS ANIMALES PRESENTARON LOS
MISMOS SINTOMAS QUE EN LA EDAD ANTERIOR, EN TIEMPOS SIMILARES,
PERO LAS ALTERACIONES CONDUCTUALES FUERON MAS EVIDENTES., EL
TIEMPO PROMEDIO EN APARECER LA CONVULSION GENERALIZADA DISMINUYS
7 MINUTOS CON RESPECTO A LA EDAD ANTERIOR.

RATAS DE 20 DfAS DE EDAD.- LA CONDUCTA PRESENTADA A ESTA
EDAD FUE MUY PARECIDA A LA DE LOS ANIMALES DE 15 DtAS.

RATAS DE 25 DIAS DE EDAD.,~ A ESTA EDAD LA DROGA YA NO TIENE
UN EFECTO TAN MARCADO COMO EN LAS EDADES ANTERIORES. S6Lo EL 27%
DE LOS ANIMALES PRESENTARON CONVULSIONES A UN TIEMPO PROMEDIO DE
52 MIN, TENIENDO UN COMPORTAMIENTO CONDUCTUAL PARECIDO AL QUE
TUVIERON LOS ANIMALES OE 15 v 20 DfAS. LOS ANIMALES QUE NO
PRESENTARON CONVULSIONES, SOLAMENTE PRESENTARON PILOERECCION ¥
ESPORADICAMNETE CONDUCTA DE ACICALAMIENTO., TRANSCURRIDA UNA HORA
UESPUES OE LA ADMINISTRACION DE LA DROGA LOS ANIMALES SE
MOSTRABAN ~ CONDUCTUALMENTE TRANQUILOS, E  INCLUSIVE  ALGUNOS
ANIMALES SE  QUEDABAN DORMIDOS. ANTES ODE  REALIZAR  ESTOS
EXPERIMENTOS ALGUNOS ANIMALES FUERON INYECTADOS CON LA PLPGH
SOLAMENTE CON EL FIN DE OBSERVAR SU CONDUCTA, LoS QUE NO

CONVULSIONABAN SE OBSERVARON INCLUSO MAS DE 2 HRS.
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RATAS DE 30 DIAS DE EDAD.- LA DROGA TUYO NINGUN EFECTO
CONDUCTUAL, LAS RATAS SE MOSTRARON TRANQUILAS DESPUES DE ‘LA

ADMINISTRACION DE LA DROGA, :
RATAS ADULTAS DE 200 G (903 DIAS) .- LOS ANIMALES NO PRESENTARON

ALTERACION CONDUCTUAL.

LOS RESULTADOS ANTERIORES SE RESUMEN EN LA TABLA I,

TABLA I.EFECTO CONDUCTUAL DE LA PLPGH EN
RATAS EN DESARROLLO.

EDAD RATAS INYECTADAS/ |RANGO DE LATENCIA A|TIEMPO K DE LA

(DLAS)|RATAS QUE CONVUL, LA 1* CONVUL. I- convut.
2 14/14 90-136 120.5 £ 14,8
19/19 70-110 89.5 ¢ 12.4
10 26/26 47-85 60.5+ 9.2
15 17017 41-66 55,9 ¢ 9.0
20 20/20 27-83 55.9+ 9.5
25 20/5 46-73 54.6 % 11.3
30 180 =
%0 1070 . -
LOS RANGOS DE LATENCIA Y TIEMPOS PROMEDIOS ESTAN DADOS EN
MINUTOS . !

* RATAS QUE NO PRESENTARON CONDUCTA CONVULSIVA, FUERON. :
DECAPITADAS ENTRE 60 v 120 MINUTOS.
LAS RATAS DE 25 DIAS QUE NO TUVIERON CONDUCTA CONVULSIVA
SE SACRIFICARON DENTRQ DEL MISMO PRICGDO DE TIEMPO :
QUE LOS ANIMALES DE 30 v 90 DfAS.

8. ACTIVIDAD DE LA GAD

METODO RADIOQUIMICO.- LA ACTIVIDAD DE LA GAD EN AUSENCIA DE.

PLP, EN ANIMALES CONTROLES ES MINIMA A LA EDAD DE 2 ODIAS (29,2
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NMOL - DE CO2), INCREMENTANDQGSE PROGRESIVAMENTE DE ACUERDO A LA
EDAD.. LA ACTIVIDAD MAXIMA SE OBSERVS EN LOS ANIMALES OE 20 ODfAS
OE EDAD, (137.2 NMOL) Y A MAYOR EDAD  DISMINUYO, HASTA
ESTABILIZARSE EN LOS ANIMALES ADULTOS (91,3 NMOLAS DE CO2 POR MG
/3 PRUTEINA DURANTE 20 MINUTOS DE INCUSACIGN). (FIG.8).

EN  LOS ANIMALES TRATADOS CON PLPGH DE TODAS LAS EDADES, LA
ACTIVIODAD DE LA GAD ODISMINUYS SIGNIFICATIVAMENTE (P<0.05), CON
RESPECTO A LOS ANIMALES CONTROLES, SIENDO MAS NOTORIO EN RATAS OF
10 v 0O 20 OIAS CON UNA DISMINUCION DEL  45.58 v bet 33.68,
RESPECTIVAMENTE, LOS VALORES DE LA ACTIVIOAD DE LA GAD POR ESTE
METODO SE  MUESTRAN EN LA (FIG. 8). LOS VALORES ESTAN DADOS EN

NANGMOLAS  DE (1200 pop mG DE PROTEINA DURANTE 20 MINUTOS OF

INCUBACION)

EN PRESENCIA OE PLP, LA ACTIVIDAD DE LA GAD EN LOS ANIMALES
CONTROL SE INCREMENTG PROGRESIVAMENTE DE ACUERDO CON LA EDAD,
SIENDO MAXIMA EN LOS ANIMALES D 30 DIAS (154.8 NMOL). SE PUEDE
CONSIDERAR QUE A LA EDAD DE 20 DIAS SE ALCANZS EL MAXIMO DE
ACTIVIDAD DE LA ENZIMA (135,6 NMOL), PUESTO QUE NO HAY DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA ENTRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA A ESTA EDAD v LA
ACTIVIDAD DE LA ENZIMA EN LOS ANIMALES ADULTOS. )

LA INHIBICION "IN VIVO"™ DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CAUSADA
POR EL TRATAMIENTQ CON PLPGH, FUE REVERTIDA "IN VITRO" POR LA
ADICION DE PLP EXOGENG, Y NO SE ENCONTRARON  DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS CON RESPECTO A LA ACTIVIDAD OE LA ENZIMA DE LOS
ANIMALES CONTROLES, EXCEPTO A LOS 10 v 25 DfAS DE EDAD EN DONDE

LA INHIBICION DE LA GAD NO FUE REVERTIOA TOTALMENTE (FIG.9).

METODO ENZIMATICO.~ EN AUSENCIA DE PLP, EN LOS ANIMALES CONTROL
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nmolas CO2/mg prot/20min

LA ACTIVIOAG DE LA GAD FUE MAYOR QUE EN:LAS' RATAS.TRATADAS . CON

PLPGH, ' EN LAS: CUALES' DISHI

LAS EDADES (FI

GNIFICATIVA "EN  TODAS

200

150+

) Control
.+ PLPGH

10¢

0 t + U U
0 2 40 60
~B DA D (dias)
ACTIVIDAD OF LA GAD SIN PLP POR EL

Fre. 4.

METAD0
RADIOOUIMICO. EN TODAS LAS EDADES LA ACTIVIDAD DE
LA GAD S5 ENCUENTRA DISMINUIDA POR EFECIO DE LA
PLPGH, CON RESPECID A LA ACTIVIOAD DE LA GAD EN
LOS ANIMALES CONTROLES. ® P<0.05. N= §-7.
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nmolas CO2/mg prot/20min
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180t

100+

501¢

v:o_-a *

¢ "Control
¢ PLPGH

F1G.

20 40 80 80
E D A D (dfas)

9. LA ACTIVIDAD DE LA GAD EN PRESENCIA OE PLP, POR EL

METODO RADIOOUIMICO. LA INWIBICION "IN VIVO™ DE tA
GAD  CAUSADA POR LA PLPGH FUE REVERTIOA POR
EXCESO DE PLP "IN VITRO® EN TODAS LAS EDADES,
EXCEPTO EN ANIMALES DE 10 DIAS, ® P<0.05, W< 5-7.
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B INCREHENTO ‘E L4
RESPECTO A

jiAL OBSERVADO CGN EL METODO RAD[OOU!MICO, EXCEPTD EN: LOS ANIMALES>

'ms JéVENES, YA QUE LA ACT[VIDAD A L0S 5, Ia, l5>y 20 D!AS Fue T
. 'DEL' 77,6 2, 68.9 %, 48.9 3 v 29.0 % MAYCR, RESPECTIVAMENTE. "CON
EL METODO RADIOMETRICO QUE CON EL METODO ENZIMATICO. '

LA ACTIVIDAD DE LA GAD SE INHIBIO POR EL TRATAMIENTO CON
PLPGH EN LOS ANIMALES DE 5 DfAS DE EDAD (15.4 Vs 5.2 NMOL DE GABA
PRODUCIDO RESPECTIVAMENTE). EN TODAS LAS DEMAS EDADES SE OBSERVG
INHIBICION €N LOS ANIMALES TRATADOS CON PLPGH, AUNQUE EN MENOR
PROPORCION (FIG. 10).

EN PRESENCIA DE PLP LA ENZIMA QUE °IN VIVO" FUE INHIGIDA CON
PLPGH, SU ACTIVIDAD FUE RESTAURADA CASI AL 1008, EN TODAS LAS
EDADES EXCEPTO A LOS 30 DIAS, EN DONDE HAY UNA DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA CON RESPECTO A LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA EN LOS.

ANIMALES CONTROLES (FIG. 11),

NIVELES ENDOGENOS DE GABA.- LOS NIVELES ENDOGENUS DE GABA
(ES DECIR EL TIEMPO CERO DEL ENSAYO ENZIMATICO), EN LOS ~ANIMALES -
TRATADOS CON PLPGH SE ENCONTRARON DISMINUIDOS CON RESPECTO A ':‘
ANIMALES NO TRATADOS, EN TODAS LAS EDADES ENSAYADADAS. LDS
PORCENTAJES DE DISMINUCION FUERON : EN 5 DfAS EL 29.2 %,  EN . 10:
piAs 30.3 %, EN 15 DIAS 13.0 %, EN 20 D1AS 41.3 %, N 25 DIAS

51.1 %, €N 30 0fAs 32.0 X v EN LOS ANIMALES DE 80 DIAS 14.6 &

(TABLA.I1).
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nmolas GABA/mg prot/20min

200+

100¢

o IQEi‘COI’ltI‘Ol.

© e PLPGH

.. o_-*
@ ® -
*

Fra.

4060 80
EDAD (dfas)

DETERMINACION DE LA GAD POR EL METODO ENZIMATICO - EN
AUSENCIA O0f PLP. EN TODAS LAS EDADES ESTUDIADAS LA
ACTIVIDAD OF LA ENZIMA, EN ANIMALES TRATADOS CON PLPGH,
SE ENCUENTRA DISMINUIDA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVS,
* P<0.05. N= 5-7, .
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nmolas GABA/mg prot/20min
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ACTIVIDAD DE LA GAD POR EL METODO ENZIMATICO EN
PRESENCIA DE PLP. LA ACTIVIDAD DE LA GAD QUE FUE
INHIBEDA POR LA PLPGH €S REVERTIDA CERCANAMENTE
AL 100X EN TODAS LAS EDADES EXCEFTO EN ANIMALES
OE 30 01AS OE €0AD. *P<0.05, N= 5-7.
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TABLA.II. NIVELES ENDOGENOS DE GABA MEDIDOS POR
EL  METODO ENZIMATICO EN EL MOMENTO DE
LA PRIMERA CONVULSION.

{2040 0245) c 1 H ]
HE ) H h
5 33.5 + 4.9 23,7 £ 2.9
10 39.9 £ 5.0 *27.8 + 5.6
15 33.0¢ 9.0 28.7 8.8
20 50.5 + 3.4 ©29.6 + 3.4
25 38,9+ 5,7 9.0 t 2,7
30 43.0 ¢ 2.4 29,2 t 2.4
80 67.6 + 10.7 57.7 t 6.6

LOS VALORES ESTAN DADOS EN NMOLAS DE GABA POR MG DE
PROTE{NA Y SON PROMEDIO OE 5 A 7 EXPERIMENTOS * ES,
SIGNIFICATIVO A *P<0,05, C, CONTROL; H, PLPHG.

INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA GAD .~ LOS PORCENTAJES DE
INHIBICION DE LA ENZIMA SE OBTUVIERON TOMANDO EN CUENTA SOLAMENTE
LA ACTIVIDAD OF LA GAD EN AUSENCIA DE PLP v SE ToMS comMo 100 LA
ACTIVIDAD ODE LA GAD EN L0S ANIMALES CONTROLES, CALCULANDOSE A
PARTIR DE AHf EL PORCENTJE DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE LA
ENZIMA EN LOS ANIMALES TRATADOS CON PLPGH ( FIG.12).

POR EL METODO RADIOQUIMICO LOS RESULTADOS INDICAN OUE A
EDADES TEMPRANAS 2 v 5, DIAS LA INHIBICION ES MINIMA (18.0% v
16.9% RESPECTIVAMENTE), Y OUE A L0S 10 DIAS €S MAXIMA (45.5%),
DISMINUYENDO EN ANIMALES DE MAYOR EDAD A NIVELES MAS 0 MENOS
CONSTANTES, (FIG.12).

POR EL  METODO ENZIMATICO LA INHIBICION ES MAXIMA EN LOS
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-100

% DE INHIBICION:

ANIMALES DE 5 r 10 DIAS DE EDAD (66.28 v 66.0%), DISMINUYENOO
CONFORME LA EDAD ES MAYOR. LA INMIBICION ES MENOR EN ANIHAVLES‘ DE
20 v 25 DIAS, 39.1% v 41,78 RESPECTIVAMENTE (FIG. 12), :

BO 4 : o Enzimdtico
® Radioméirico

D % 4 f +
0 o200 40 . 80" 80 . 100
E D A D (dfas) o

FIG, 12. PORCENTAJES OF INHIBICION OE LA GAD POR LOS METODOS
RADIOMETRICO v ENIIMATICO. CADA PUNTO ES PROMEDIO

OFE 5 A 7 EXPERIMENTOS.

44




PORCENTAJE DE ACTIVACION DE LA GAD.~ Los RESU’-TADOS 55

OBTUVIERON TOMANDO COMO EL 1003 LA ACTIVIDAD OE LA GAD er PLP

CON RESPECTO A LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CUANDO LOS ENSAYOb SE
HICIERON EN PRESENCIA DE PLP, TANTO EN ANIMALES CONTROLES COMO EN
ANIMALES INYECTADOS CON PLPGH (TABLA.III).

METODO RADIOMETRICO., POR ESTA METODOLOGIA -~ LOS RESULTADOS
MUESTRAN QUE LA ACTIVACION DE LA GAD EN LOS ANIMALES CONTROLES NO
GUARDA UNA RELACION DIRECTA CON LA EDAD DE LOS ANIMALES, LO MISMO
SUCEDE EN LAS RATAS INYECTADS CON PLPGH (TAstA II1I).

METODO ENIZIMATICO. LA ACTIVACION POR ESTE METODO EN TODAS
LAS EDADES ES MAS CLARQ QUE POR EL METODO RADIOMETRICO, EXCEPTO
EN LOS ANIMALES DE 30 DIAS EN DONDE LA ACTIVACION ES SIMILAR POR
AMBAS METODOLOGLAS (TABLA III). DE LA MISMA MANERA QUE POR EL
METODO ANTERIOR, LA ACTIVACION DE LA GAD ES MAYOR EN LOS ANIMALES
TRATADOS CON PLPGH RESPECTO A LOS ANIMALES CONTROLES, LLEGANDO A
SER CERCANA A UN 600% EN LOS ANIMALES DE 10 DIAS, DISMINUYENDO
CONFORME AUMENTA LA EDAD (ENTRE 2008 Y 300%) EXCEPTQ EN ANIMALES
DE 30 DfAS EN DONDE LA ACTIVACION ES OF 116.8%. LA ACTIVACION DE
LA ENZIMA EN LOS ANIMALES CONTROLES NU ES TAN PRONUNCIADA, SIENDO
LA MAS ALTA DE 140% EN LOS ANIMALES DE 10 DIAS,MIENTRAS OQUE A

EDADES A EDADES MAYORES FLUCTUA ENTRE 38% v 95% (TABLA. III),
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. iTABLA.III. PORCENTAJES DE ACTIVACIGN OE LA GAD,

(D1A3)

CEDAD |

R

% DE ACTIVACION

o

€

H [ ¢ H

“56.2 92.9 - -
o 26.8 52.0 116.8 115.0
0. .6 71.9 139.9 576.4
15 8.8 2.7 61.6 511.3
20 5.7 43,7 37,7 151.9
25 19.3 39.0 75.0 189.5
30 60,3 107.7 60.0 116.8
90 41.0 67.0 95,0 185.9

® METODD RADIOQUIMICO (R) ¥ METODO ENZIMATICO (E).
(C)SM;IMALES CONTROLES ¥ (H) ANIMALES CON PLPGH.
N= 5-7.
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vI. OISCUSION. :
METODOS, - LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR. AMBOS M&‘TUDO§, CEL

RADIOMETRICO Y EL ENZIMATICO, MUESTRAN OUE LA ACTIVIDAD DE LA GAD -

EN RATAS CONTROLES SE INCREMENTA CONFORME LA EDAD S DE - LOS
ANIMALES E£S MAYOR, HASTA LOS 20 DIAS. POSTERIORMENTE LA ACTIVIOAD

ENZIMATICA TIENDE A DISMINUIR Y PERMANECE A NIVELES ESTABLEé EN :7 -

LAS RATAS ADULTAS.

POR  EL METODO RADIOMETRICO NUESTROS RESULTADOS EN ' GENERAL
CONCUERDAN CON LOS OBTENIDOS EN ESTUDIOS EN LOS CUALES SE EHPLE&
LA MISMA METODOLOGIAZ®, SIN EMBARGO EN EL PRESENTE TRABAJO, A
EDADES TEMPRANAS HASTA LOS 10 DfAS DE EDAD LOS VALORES OBTENIDOS
POR EL METODO RADIOMETRICO FUERON CONSIDERABLEMENTE MAS ALTOS QUE
POR EL METODO ENZIMATICO. A PARTIR DE 15 DIAS ODE EDAD HASTA
LLEGAR A LOS ANIMALES ADULTOS, POR AMBAS METODOLOGIAS LA
ACTIVIDAD DE LA GAD eS SIMILAr (FI165. 8, 9, 10 v 1),

ES DE INTERES MENCIONAR QUE EN HOMOGENADOS DE CORAZON DE
RATON, HIGADO Y RINON, INCUBADOS CON GLUTAMATO MARCADO EN
CONDICIONES OPTIMAS PARA LA ACTIVIDAD DE LA GAD, HAY UNA
PRODUCCION DE +<(C(s, pg 2 A 4 VECES MAYOR QUE LA FORMACION DE
GABA*®, LO CUAL TIENE CIERTA SIMILITUD CON LOS RESULTADOS
OBTENIDOS EN ESTE TRABAJO CON ANIMALES JOVENES HASTA LOS 10 DtAS
DE EDAD, ESTO SUGIERE OUE EN HOMOGENADOS DE CEREBRO INMADURO DE
RATA EL CO= ES PRODUCIDO A PARTIR DEL GLUTAMATO POR OTRAS VIAS
METABOL ICAS, COMO PODRIA SER LA CONVERSION ODE GLUTAMATO A
INTERMEDIARIOS DEL CICLO DE KREBS, LO CUAL SE HA DEMOSTRADO EN EL
RINON*=, EN LOS ANIMALES DE 2, 5, v 10 DIAS DE EDAD, LOS
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; RESUL TADOS OETENIDOS POR EL M&‘TODO RADIOMETRICO. SE  PUEDEN
-‘EXPLICAR POR E'L HECHG DE OUE EN RATAS RECIEN NACIDAS ES NORMAL LA

k'UTILIZACIdN kDE CUERPOS‘ CETdNIEOS POR &L CEREBRO, PUES

,‘EXPERINENTAN SITUACIONES DE CETQCIS DADO EL ALTC CONTENIDO GRASO
Dk‘-r"-ﬂ LEC'HE MATERNA®®, E£STQ INDICA QUE EL CICLO DE KREBS SEA ~TAL
VEZ MAS ACTIVO EN ANIMALES RECIEN NACIDOS.

DADO LO ANTERIOR PODEMOS DECIR QUE EL METODO RADIOMETRICO NO
ES CONFIABLE PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DE (A GAD EN HOMOGENADOS
CEREBRALES DE RATAS A EDADES TEMPRANAS. POR TAL MOTIVO LA
DISCUSIGN SE BASA EN LOS RESULTADOS OBTENXDOS POR EL  METODO

ENZIMATICO.

CONVULSIONES ¥ ACTIVIDAD DE LA GAD EN EL  DESARROLLO
PO'STNATAL.~ EL SISTEMA NERVIOSO A EDADES TEMPRANAS SE ENCUENTRA
AUN  INMADURO FUNCIONALMENTE, ALCANZANDO LA MADUREZ ENTRE LA
SEGUNDA ¥ LA TERCERA SEMANA DE VIDA EN LA RATA**, EN EL RATON SE
SABE QUE EL CEREBRO TARDA EN MADURAR ENTRE 11 v 17 D£AST.

VARIOS ESTUDIOS SOBRE CONTROL OE LA EXCITABILIDAD MOTORA
OURANTE  EL DESARROLLO HAN MOSTRADO OUE LA SUSCEPTIBILIDAQD A LAS
CONVULSIONES EN ANIMALES INMADUROS ES DIFERENTE CON RESPECTO A
LOS ANIMALES ADULTOS. LOS PATRONES CONVULSIVOS, COMO EL VALOR
UMBRAL Y Et  TIEMPO NECESARIO PARA INDUCIR CONVULSIONES POR
ELECTROSHOCK ¥ ALGUNOS AGENTES CONVULSIVANTES, VARIAN DURANTE EL
DESARROLLO, SUGIRIENDQ CAMBIOS DE MADURACIGN EN LOS MECANISMOS
CONCERNIENTES AL CONTROL DE EXCITABILIDAD CEREBRAL. POR EVEMPLO,
LAS CONVULSIONES INDUCIDAS CON EL PENTILENTETRAZOL (PTZ) APARECEN
EN PERFODOS CORTOS, APARENTEMENTE POR UN MECANISMO EN EL CUAL NO
INVOLUCRA AL SISTEMA SISTEMA GABAERGICO, NI AL METABOLISMO DEL
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PLP, ‘PUEST(J QUE NI LA CONCENTRACION DE PLP NI LA ACTIVIDAD DE' LA 
GAD - FUERON MODIFICADAS POR ESTE COMPUESTO4>  DPpp L0 TANTO 55
f’asraLE ESPECULAR OQUE LA AUSENCIA DE CONVULSIONES — TONICO
GENERALIZADAS, CON EXTENSION DE LAS EXTREMIDADES, EN RATAS DE 2.7
5. DIAS DE EDAD EN EL PRESENTE TRABAJO, SE DEBA QUIZA A LA
INMADUREZ CEREBRAL, YA QUE CIERTAS VIAS NEURONALES NO  SE
ENCUENTRAN  TOTALMENTE  MIELINIZADAS Y POR LO  TANTO LA
COORDINACION MOTORA NO ESTA COMPLETAMENTE ESTABLECIDA**, A PARTIR
OE LOS 10 OfAS, EL SISTEMA NERVIOSO PARECE HABER ALCANZADO
MADUREZ  SUFICIENTE  PARA MANIFESTAR LA  CONVULSION  TONICO
GENERALIZADA. SIN EMBARGO A PARTIR OE LOS 25 DIAS OE EDAD ESA
MAOUREZ SE REFLEJA MAS EN LA MENOR SENSIBILIDAD DE LA GAD A LA
INHIBICION POR LA PLPGH, v POR LO CONSIGUIENTE SOLO ALGUNOS
ANIMALES OF ESA EDAD TIENEN CONVULSIONES Y ESTAS YA WND OCURREN
POSTERIDRMENTE.,

LAS CONVULSIONES POR DROGAS EN EDADES TEMPRANAS SE HAN
RELACIONADO CON UNA MAYOR PERMEAGILIDAD DE LOS CAPILARES
CEREBRALES A DICHAS OROGAS. SE HA PROPUESTO QUE LA PERMEABILIDAD
DE LOS CAPILARES POOR(A ODIFERIR EN REGIONES CEREARALES
INVOLUCRADAS CON EL  FENOMENO OE LAS CONVULSIONES ENTRE LOS
ANIMALES EN OESARROLLO Y LOS ANIMALES ADULTOS*#, pepeNDIENDO DE
SU  MADURACION PROGRESIVA. SIN EMBARGO EN UN ESTUDIO HISTOLSGICO
SE ENCONTRG OUE A PARTIR DE LA TERCERA SEMANA EL PATRON DE
DISTRIBUCION OE LOS VASOS CAPILARES EN EL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL DE LA RATA ES APARENTEMENTE EL MISMO QUE EL QUE SE
ENCUENTRA EN LOS ANIMALES ADULTOS**. EN EL PRESENTE TRABAJO SE
PUEDE ESPECULAR QUE TAL VEZ LOS VASOS CAPILARES EN EL CEREBRO DE

LOS ANIMALES DE 2 A 15 DIAS SEAN MAS PERMEABLES A LA PLPGH,
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DISMIN:' ENk:o “A ACTIVIDAD OF LA GAD DE MANERA NGTABLE A ESTAS':
: EDADE'S OUE: EN Los ADUL T0S.

‘ EN “UN ESTUDIO™ EN EL CUAL SE RESTRINGIG DE Ba DURANTE “LA
dEsvrAf:'th Y LACTACION A RATAS, SE PRESENTARON CRISIS CONVULSIVAS
EskONr,(NEAs EN LAS CAMADAS ENTRE LAS EDADES OE 12 A 18 DIAS
POSTNATALES, DESAPARECIENDO EN ANIMALES DE 28 DIAS ¥ DE MAYOR
EDAD. LOS NIVELES DE GABA CEREBRAL SE ENCONTRARON DISMINUIDOS EN
LOS ANIMALES DE 12 A 28 DfAS, NORMALIZANDOSE A PARTIR DE LOS 56
DIAS LOS NIVELES DE ESTE NEUROTRANSMISOR AUN EN RESTRICCION OE
Ba. AL DETERMINAR LAS CONCENTRACIONES DE OTROS AMINGACIDOS, SE
ENCONTRS  OUE EL  GLUTAMICO Y LA  TAURINA  DISMINUYERON
SIGNIFICATIVAMENTE EN PARALELO CON EL GABA, Y QUE LA GLICINA
AUMENTS EN RATAS DE 14 DfAS, COMPARADAS CON ANIMALES CONTROLES,
LO CUAL SUGIERE QUE EL GABA NO ES EL UNICO TRANSMISOR QUE SE
ALTERA CUANDO OCURREN LAS CONVULSIONES POR DEFICIENCIA DE Bs., POR
OTRO LADO LA POSIBLE EXPLICACION DE QUE EN LOS ANIMALES ADULTOS
NO SE PRESENTEN LAS CONVULSIONES ES QUE LA CONCENTRACION DE Be EN
EL CEREBRUO ADULTO SEA LO SUFICIENTEMENTE ALTA PARA MANTENER LA .
ACTIVIDAD ADECUADA DE LA HOLOENZIMA DE LA GAD, Y NORMALICE LOS
NIVELES DE GABA.

PARA EXPLICAR LOS RESULTADOS DEL PRESENTE TRABAJG, SE PUEDE
POSTULAR OUE LA INHIBICIEN DE tA GAD EN L0S ANIMALES MAYORES ODE
25 DIAS NO ES SUFICIENTE PARA DISMINUIR LA FUNCION SINAPTICA DEL
GABA. OTRA POSIBLE EXPLICACION ES QUE SE ALTERE EL METABOLISMO DE
OTROS COMPUESTOS COMO LA 3~-HIOROXIKINURENINA (3HK), YA QUE EN UN
ESTUDIO RECIENTE SE MUESTRA QUE LOS NIVELES DE (3HK), UN

METABOLITO ENDOGENO DEL TRIPTOFANC EN LA VIA DE LA KINURENINA, SE
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ELEVA EN EL CEREBRO DE ANIMALES NEONATALES DEFICIENTES DE B,
PERD NO EN ANIMALES ADULTOS®®. ESTA POSIBILIDAD SE APOYA TAMBIEN
EN EL HALLAZGO DE QUE AL INYECTAR 3HK EN VENTRICULO CEREBRAL O0F
ROEDORES SE PRODUZCA CONVULSIONES*Y, EL MECANISMO EXACTO POR EL
CUAL LA 3HK PRODUCE CONVULSIONES NO SE CONOCE, PERQO EXISTEN
ALGUNOS ESTUDIOS QUE MUESTRAN QUE POSIBLEMENTE TENDRIA UN EFECTO
MODULADOR EN EL COMPLEJO DEL RECEPTOR GABA/BENZODIAZEPINAS.

LA  INHIBICION DE LA GAD PRODUCIDA POR LA PLPGH EL PRESENTE
TRABAJUO ES MAYOR EN LOS ANIMALES JOVENES OQUE EN LOS ADULTOS.
ESTA MAYOR SICEPTIBILIDAD ES SIMILAR A LA O8SERVADA PREVIAMENTE
CON VARIOS TRATAMIENTOS DE LA ENZIMA “IN VITRO", coMO
HIPOTONICIDAD, TRITON X-100, CENTRIFUGACION Y PREINCUBACION A
J70xa,  SIN EMBARGO, LA ACTIVACION DE LA GAD POR EL PLP FUE ES
MAYOR EN LOS ANIMALES JOVENES, CONTRARIAMENTE A LO REPORTADO™
ESTO INDICA QUE LA GAD DE LOS ANIMALES JOVENES  TIENE MAYOR
ODEPENDENCIA DEL PLP QUE SE ENCUENTRA LIBRE EN EL CITOPLASMA, O
QUE  REALMENTE EXISTEN DOS FORMAS OIFERENTES DE  ACTIVIDAD
ENZIMATICA DE LA GAD7® %, v LA QUE PREDOMINE EN LOS ANIMALES
JOVENES ES LA QUE SE ENCUENTRE SOLUBLE EN EL CITOPLASMA, MAS

DEPENDIENTE DEL COFACTOR LIBRE.
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VII.CONCLUSIONES.

EL ~METODO ENZIMATICO ES MAS CONFIABLE PARA MEOIR LA

ACTIVIDAD DE LA GAD EN ETAPAS TEMPRANAS DEL DESARROLLO.

EN TODAS LAS EDADES ENSAYADAS, LA ACTIVIDAD DE LA GAD

DISMINUYE EN LAS RATAS TRATADAS CON PLPGH EN AUSENCIA DE
PLP.

EN TODAS LAS EDADES LA GAD FUE DEPENDIENTE DE PLP.

Et PLP REVIERTE LOS EFECTOS DE LA PLPGH.

LA ACTIVIDAD DE LA GAD EN RATAS RECIEN NACIDAS ES MAS

SUSCEPTIBLE A LA PLPGH QUE EN LAS RATAS ADULTAS.

LAS RATAS ADULTAS NO SUFREN CONVULSIONES CON PLPGH,

NO HAY UNA UNA CLARA RELACION ENTRE LA INHIBICION DE LA

GAD ¥ LA APARICIGN DE CONVULSIONES EN LA RATA.

ESTA TESIS N0 memE
SALR BE LA BIBLIOTECR
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