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Resumen 

El ácido y-aminobutírico (GABA) se sintetiza en las tenninales nervtosas 

gabaérgicas a través de un proceso altamente compartimentalizado, en el cual Ja glutamina 

derivada de la glia es su principal precursor y su liberación es modulada por los 

autorreceptores GABA8 . El objetivo de este trabajo fue estudiar si la sintesis de GABA esta 

acoplada o no con la regulación de su liberación es modulada por receptores presinápticos, 

entre ellos, los autorreceptores GAB.As. Se encontró que el (-)baclofun (30 µM) reduce la 

liberación de [3H]GABA estimulada por K+ en sinaptosomas y prismas (1 O µM) de corteza 

cerebral, mientras que las mismas concentraciones de (-)baclofen no modificaron Ja síntesis 

de [ 3H]GABA proveniente de glutamina en rebanadas corticales e hipotalámicas, así como 

tampoco en prismas y sinaptosomas corticales. En esta ultima preparación, se encontraron 

resultados idénticos a los anteriores cuando el (-)baclofen fue añadido al medio Krebs-Tris 

conteniendo K+ 5 o 15 mM. Resultados similares sobre la síntesis de GABA se observaron 

cuando se uso el ácido 3-Aminopropil(metil)fosfmico 1-100 µM en lugar del (-)baclofen 

para estimular a los autorreceptores GABAB. La liberación del [3H]GABA y la síntesis del 

mismo proveniente de [3H]glutamina fueron también insensibles a la acción del antagonista 

de los receptores GABA8 , el CGP 52432 (10-100 µM). De igual forma, el muscimol (un 

agonista GABAA) en concentraciones que fueron de 0.3 a 100 µM tampoco afectó la 

síntesis de GABA. Nuestros resultados indican que a diferencia de la liberación de GABA, 

su síntesis no es modulada por los autorreceptores GABA8 . 

Introducción 

El GABA es el neurotransmisor inhibidor más abundante en el sistema nervioso 

central (SNC) de los mamíferos. Su liberación es regulada por autorreceptores. En otros 

sistemas de neurotransmisores como el dopaminérgico, los autorreceptores D2 son capaces 

de regular la síntesis de dopamina además de su liberación. Esto es algo que podría estar 

pasando también en el sistema GABAérgico, por ello es que en este trabajo exploramos la 

posibilidad de que la síntesis de GABA sea regulada a través de los mismos autorreceptores 

que regulan su liberación. 
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Las células nerviosas presentan dos propiedades que las distinguen del resto de las 

células animales. Primero, éstas células pueden conducir señales bioeléctricas a través de 

largas distancias sin pérdida en la fuerza de la señal. La segunda propiedad que las hace 

diferentes, es que establecen conexiones con otras células nerviosas y con células de otros 

tejidos como músculos y glándulas (Cooper et al.1996). Las conexiones que se establecen 

entre las neuronas son denominadas sinapsis y pueden ser eléctricas o químicas. Las 

sinapsis eléctricas se forman por proteínas que conectan a las células nerviosas entre sí 

formando uniones comunicantes (gap junction) que permiten el paso de iones de una célula 

a la otra propiciando una comunicación celular muy rápida (Kandel, et.al 1991 ). 

En las sinapsis químicas, por su parte, se encuentran moléculas (neurotransmisores) 

que son liberadas desde la presinapsis y que actúan en la célula postsináptica por medio de 

proteínas receptoras específicas para cada molécula. Los neurotransmisores son de muy 

diversa naturaleza química, ya que pueden ser desde aminoácidos, como en el caso del 

ácido y-aminobutirico (GABA), aminas, como la dopamina y la serotonína, péptidos como 

las encefalinas, moléculas sencillas como el óxido nítrico, o incluso lipidos como el ácido 

araquidónico. (Cooper, et.al., 1996, Schwartz, 199la). 

Para que un neurotransmisor sea considerado como tal, debe cmnplir ciertos 

requisitos. La molécula de que se sospecha su funsión como neurotransmisor debe estar 

presente en la sinapsis donde se cree que se libera. Esta molécula debe ser metabolizada 

localmente y liberada por despolarización de las terminales que lo usan como 

neurotransmisor. Al ser exógenamente aplicada, la sustancia neurotransmisora deberá 

mimetizar los efectos de la molécula endógena y deberá contar con receptores 

postsinápticos de alta afmidad. Otro criterio de identificación de un transmisor sináptico, es 

que su efecto debe ser antagonizado por fármacos que bloqueen la acción de dicha 

molécula. Un último criterio, pero no por ello menos importante, es que la molécula 

neurotransmisora debe de ser inactivada o eliminada de su zona de acción en el rango de 

los milisegundos (Pérez de la Mora, 1995, Cooper et al., 1996). 
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La comunicación neuronal permite desde la regulación de las funciones nerviosas 

autónomas (por ejemplo las cardiovasculares), hasta la modulación de conductas tan 

complejas como la memoria. Los neurotransmisores son un factor muy importante dentro 

de esta comunicación celular, ya que como su nombre lo indica, llevan la información de 

una célula a otra y de esta forma hacen posible la comunicación entre diferentes regiones 

del sistema nervioso y la comunicación entre el sistema nervioso y otros tejidos excitables 

como el músculo. 

La comunicación a través de neurotransmisores está altamente regulada, pues 

depende de la afinidad de los receptores por éstos, de su capacidad para mantenerse activos 

y de los mecanismos de señalización, que pueden usar para transducir su mensaje. Por otro 

lado, la liberación del neurotransmisor y su regulación dependen de diversos factores entre 

los que se encuentran el grado de excitabilidad de la neurona que los libera y la ocupación 

de hetero o autorreceptores presentes en la presinapsis. 

La síntesis de los neurotransmisores también es un factor importante dentro de la 

comunicación neuronal y, al igual que la liberación, puede ser modulada por medio de 

autorreceptores ubicados en la presinapsis. Un claro ejemplo de esto, es la regulación de la 

síntesis de dopamina, en la cual la enzima tirosina hidroxilasa es regulada por medio de 

procesos de fosforilación-defosforilación promovidos por la estimulación de los mismos 

autorreceptores que regulan su liberación (Elsworth y Roth, 1997, Goldstein, 1995). 

El proceso anterior también podría darse en el caso del sistema gabaérgico y quizás 

en el de todos los sistemas aminoacidérgicos, pues al menos en eJ caso del sistema 

gabaérgico, en donde la liberación del GABA se modula por autorreceptores, a la manera 

de la liberación de dopamina, la fosforilación-defosforilación de 1a enzima glutamato 

descarboxilasa (GAD), que sintetiza al GABA, parece regular también la sú1tesis de este 

neurotransmisor (Bao et. al. 1995). Resulta tentador en consecuencia, preguntarse si este 

acoplamiento mediado por autorreceptores, es un mecanismo general o tan solo una 

peculiaridad de los sistemas aminérgicos. 
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Receptores. 

Como se señaló antes, uno de los requisitos para que una molécula sea considerada 

como neurotransmisor es que debe de contar con receptores de alta afinidad. Estos 

receptores son proteínas que permiten la transducción de los mensajes enviados a una 

célula. Cada sistema de neurotransmisión cuenta con receptores específicos para el tipo de 

transmisor utilizado en dicho sistema. Estos receptores se han divido en dos grandes 

familias con base en sus estructuras moleculares y en las vías que usan para transducir su 

señal. Así, los receptores ionotrópicos están fonnados por un complejo de cinco 

subunidades y cada una de éstas posee cuatro segmentos transmembranales. El arreglo de 

las subunidades permite la formación de un canal por el cual transitan iones específicos de 

un lado a otro de la membrana. Cuando el neurotransmisor se une a su sitio receptor sobre 

una de las subunidades, la conformación de las subunidades cambia en su conjunto para 

permitir entonces la apertura del canal (Kandel, et. al., 1991). Diversos sistemas de 

neurotransmisores poseen este tipo de receptores, como el glutarnatérgico, que posee 

receptores que por unirse al ácido N-metil-D-aspartato, se denominan receptores NMDA y 

que son selectivos para Ca2+ y Na+, así como los receptores AMPA-Kainato (que responden 

tanto al AMPA como al ácido kaínico) y son selectivos para el Na+. Los receptores 

nicotínicos, que reconocen a la acetil colina, están asociados a un canal selectivo para Na+, 

mientras que los receptores GAB~ son selectivos para el cr (Edwards, et. al., 1990, 

Kuriyama, et al., 1993). 

Otro tipo de receptores, los metabotrópicos, están fonnados por una protema que 

posee siete segmentos transmembranales y que pueden unirse por su extremo carboxilo 

tenninal a protemas que unen GTP (proteínas G), y que son las encargadas de transducir la 

infonnación que lleva el neurotransmisor al interior de la célula (Shwartz y Kandel, 1991). 

Las proteínas G son proteínas heterotriméricas de las cuales Ja subunidad a. es la 

responsable de su unión al GTP, así como de estimular o inhibir a otras proteínas efectoras 

del tipo de la adenilato ciclasa (Kebabian, 1992). Por su parte, el complejo f3y, fonnado por 

las subunidades P y y puede a su vez interactuar con sus propios efectores y regula la 
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apertura de canales iónicos (Neer, 1995; Kajikawa, et. al., 2001). Existen varias familias de 

proteínas G entre las que se encuentran las denominadas G8 • Dichas proteínas estimulan a la 

enzima adenilato ciclasa, y son sensibles a la toxina del cólera, aumentando así la 

producción de AMPc, además de activar a algunas fosfolipasas . Estas proteínas Gs también 

son capaces de regular la apertura de canales de Ca2+ sensibles a voltaje. Otro tipo de 

proteínas G denominadas G¡, inhiben al igual que las proteínas G0 a Ja ademlato ciclasa y 

son sensibles a la toxina pertusis y regulan la apertura de canales de K+ y ca2+ (Nerr, 1995). 

Entre los receptores que se asocian con proteínas G se encuentran los receptores (3-

adrenérgicos, capaces de activar principalmente a las prot. Gs, aunque también pueden 

activar a las del tipo G¡, mientras que los receptores a-adrenérgicos activan únicamente 

prot. G¡. La acetil colina, a través de sus receptores muscarínicos, también puede activar 

tanto a proteínas G¡ como a las de tipo Gq (Nerr, 199 5). Los receptores D2 para la dopamina 

son capaces de activar a la prot G¡, mientras que los receptores D1 activan a la adenilato 

ciclasa a través de proteínas Gs (Kebabian, 1992). 

En el caso del sistema gabaérgico, los receptores GABAs se encuentran acoplados a 

proteínas G¡ o G0 , por lo cual, al activarse, son capaces de inhibir a la adenilato ciclasa 

(Hashimoto y Kuriyama, 1997b; Nishik:awa, et a~ 1997). Estos receptores pueden 

localizarse tanto pre como postsinapticamente y presentan en cada caso funciones 

diferentes. Los receptores GABA8 postsinápticos inhiben a la célula que los posee por 

medio de una hiperpolarización provocada merced a Ja apertura de canales de potasio que 

da lugar a una corriente saliente de este ion (Gahwiler y Brown, 1985; Obrocea y Morris, 

1998, Wang, et al 2000). Los receptores GABAs presinápticos regulan la apertura de los 

canales de Ca +z ubicados en la terminal sináptica, inhibiendo con esto Ja liberación de los 

neurotransmisores (Santos, et al, 1995; Takahashi, et al 1998; Barral, et al; 2000), y activan 

la apertura de canales para K+ (Y amada et .al . 1999; Wang et. al. 2000). 

Es importante señalar que aparte de funcionar postsinápticamente y en consecuencia 

ser activados por el neurotransmisor que lleva un mensaje de m1a célula a otra, algunos 

receptores denominados autorreceptores, son activados por el neurotransmisor liberado y 

están localizados en la misma terminal que los libera. Estos autorreceptores son, en su 
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mayor parte, si no es que en su totalidad, receptores metabotrópicos que requieren para su 

acción de diversos tipos de acoplamientos y de acciones intracelulares que varían en 

complejidad para cada uno de ellos. (Langer; 1981, Brock, 1995; Langer, 1997. Véase sin 

embargo: Floran et al., 1988). 

Liberación de Neurotransmisores. 

Las moléculas neurotransmisoras se localizan dentro de vesículas en la tenninal 

sináptica evitando de esta forma su degradación. La liberación de Jos neurotransmisores 

provocada por la despolarización de la terminal presináptica se da por medio de un proceso 

exocitótico a través del cual las vesículas sinápticas liberan su eotúenido al espacio 

sináptico. Este proceso de liberación depende de la entrada de Ca2
+ a Ja terminal nerviosa. 

Dicha entrada se realiza a través de canales de Ca2
+ dependientes de voltaje ubicados muy 

cerca de los sitios de liberación (Schwartz, 1991b; Kelly, 1993; Katz, 1996). Así, una 

disminución en la entrada de Ca2
+ a las terminales presinápticas provocaría una 

disminución en la liberación de los neurotransmisores. 

La entrada de Ca2
+ a la terminal sináptica permite la activación de la enzima 

proteína cinasa 11 dependiente de calmodulina (Sitges, et al., 1994). Esta cinasa fosforita a 

una proteína vesicular involucrada en el proceso de liberación, denominada sinapsina l. La 

sinapsina I, es responsable de mantener a las vesículas sinápticas ancladas al citoesqueleto; 

sin embargo, cuando esta proteína se encuentra fosforilada pierde esta capacidad 

permitiendo que las vesículas sinápticas viajen al sitio de la liberación del neurotransmisor. 

Otra proteína vesicular que aparentemente es importante en Ja liberación de 

neurotransmisor dependiente de Ca2
+ es la sinaptotagmina, la cual, además de unirse al 

calcio, parece ser la responsable de acoplar a las vesículas sinápticas con los canales de 

Ca2
+ en el sitio de liberación del neurotransmisor, lo que permite la rápida liberación de 

estas moléculas. Se desconoce, sin embargo, la labor que desempeñan algunas otras 

proteínas vesiculares como es la sinaptofisina, que al igual que la sinaptotagmina se une 

también al Ca2
+ (Schwartz, 1991b, Burgoyne y Cheek, 1995). 

7 



Además de las proteínas que se localizan en las membranas de las vesículas 

sinápticas, se han involucrado proteínas solubles como la p145, la annexina ll, y las Exo 1 y 

Exo 11. Llama la atención que esta última proteína tiene una secuencia de aminoácidos 

similar a Ja del sitio catalítico de la enzima protein cinasa C y que Ja activación de ésta 

enzima incrementa la liberación de neurotransmisores estimulada por Jas proteinas Exo I y 

p145 (Burgoyne y Cheek, 1995). 

Regulación de la liberación de los neurotransmisores. 

La modulación de la liberación de un neurotransmisor puede darse a varios niveles, 

esto es, puede ser regulada por la frecuencia y el número de los impulsos nerviosos que 

llegan a la terminal de donde se liberan, así como por la naturaleza de estos impulsos. De 

esta manera, un mayor número de impulsos inhibidores ocasionaría que la neurona blanco 

no liberase o dejase de liberar a su neurotransmisor, mientras que el predominio de los 

impulsos excitadores provocaría la acción opuesta. Estos impulsos pueden provenir de 

neurotransmisores liberados presinapticamente o de neurotransmisores liberados a distancia 

pero que pueden llegar a sus receptores a través del espacio extrace1u1ar (Stjarne, et.al., 

1995; Fuxe andAgnati, 1991). 

Por otro lado, una neurona puede autorregular, la liberación de su neurotransmisor 

por medio de autorreceptores presentes en la misma célula y que reconocen al 

neurotransmisor liberado por dicha neurona. Tales autorreceptores modulan la liberación de 

sus propios neurotransmisores, incrementando ( autorreceptores excitadores) o inhibiendo 

(autorreceptores inhibidores) su propia liberación y han sido descritos para diferentes 

sistemas entre los que destacan los sistemas noradrenérgico, dopaminérgico, serotonérgico, 

colinérgico, glutamatérgico y gabaérgico (Langer; 1981, Brock, 1995; Langer, 1997). 

El sistema noradrenérgico cuenta con ambos tipos de autorreceptores, siendo los 

autorreceptores a 2-adrenérgicos los responsables de la inhibición en la liberación de 

noradrenalina, mientras que los autorreceptores del tipo Jh-adrenérgicos facilitan la 

liberación del mismo neurotransmisor (Langer, 1981, Langer 1997). 
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Por otro lado, el sistema colinérgico también cuenta con autorreceptores 

excitadores e inhibidores. En ambos casos parecen estar involucrados receptores 

nicotínicos, los cuales se diferencian en su distribución a través de la terminal sináptica, 

esto es, los autorreceptores nicotínicos excitatorios aparentemente se localizan cerca de Jos 

sitios de liberación mientras que los inhibidores se encuentran un poco más alejados de 

ellos (Brock, 1995) . Los receptores muscarínicos M2 también se han catalogado como 

autorreceptores e inhiben la liberación de la acetil colina (Baghdoyan, et. al., 1998, Langer, 

1997). 

Así imsmo, los autorreceptores que modulan la liberación de serotonina son 

inhibidores y al parecer realizan esta inhibición en forma tónica, ya que la presencia de 

antagonistas de estos receptores aumenta por sí sola Ja liberación de este neurotransmisor. 

Esta modulación de la liberación de serotonina parece ser llevada a cabo por receptores 5-

HT rn y 5-IDm dependiendo de la especie (Limberge, et.al., 1989; Sprouse, et.al ., 1997), 

aunque también cuentan con un autorreceptor excitador que pertenece al subtipo 5-HT3 

(Langer, 1997). 

En el caso del sistema dopaminérgico, los autorreceptores para la dopainina no solo 

inhiben la liberación del neurotransmisor, sino que también inhiben la síntesis de este. Los 

autorreceptores presinápticos dopaminérgicos son del tipo D2 e inhiben Ja síntesis de 

dopamina por medio de Ja fosforilación de la enzima tirosina hidroxilasa, que es Ja enzima 

que limita la velocidad de Ja síntesis de las cateco1aminas y que se inhll>e al ser fosforilada 

(Brock 1995; Golsdtein, 1995; Elsworth, et.al . 1997). Los receptores D3 tan1bién han sido 

descritos como autorreceptores inhibidores, y de hecho se piensa que estos autorreceptores 

son los responsables de inhibir la liberación de dopamina mientras que los autorreceptores 

D2, a través de vías de transducción diferentes, son los responsables de inhibir la síntesis 

del neurotransmisor (Goldstein, 1995; Langer, 1997, O'Hara et.al., 1996). 
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SISTEMA GABAÉRGICO 

El sistema gabaérgico cuenta también con autorreceptores presinápticos que inhiben 

la liberación del GABA. Estos autorreceptores pueden ser tanto del tipo GABAA (Floran et 

al 1988) como del tipo GABAB (Langer, 1997) e inhiben la liberación del neurotransmisor 

por medio del cierre de canales de Ca2
+ dependientes de voltaje (Thornpson y Gahwiler, 

1992; Misgeld et al., 1995). Se desconoce, sin embargo, si estos receptores pudieran 

también modular la síntesis del GABA. 

Síntesis de GABA. 

El GABA es sintetizado por la GAD a partir de glutamato. La GAD es una enzima 

homodimérica que se localiza únicamente en las neuronas gabaérgicas y que cuenta con dos 

isoformas de diferente peso molecular la GAD65 y GAD67 . Cada isoforma es codificada por 

un gene diferente (Erlander y Tobin, 1991; Wu, et.al., 1991; Suzuki, et al., 1995) y varían 

entre sí en algunos aspectos. Las dos isofonnas usan al fosfato de piridoxal (PLP) corno 

cofactor, sin embargo, la GAD67 tiene una mayor afinidad por el PLP que la GAD6s, por lo 

que a las concentraciones intracelulares de PLP. Esta última se encuentra básicamente 

como GAD inactiva. De hecho, en presencia de PLP la GAD6s aumenta 7 veces su 

actividad, mientras que la GAD67 aumenta únicamente 2 veces. La distribución de la GAD 

dentro de las células gabaérgica es diferente para ambas enzimas, Ja GAD6s se localiza 

unida a membranas y la mayor concentración de esta enzima dentro de las céhuas se da en 

las terminales, mientras que la GAD61 que es una proteína soh1ble se encuentra 

homogéneamente distribuida a todo lo largo de la neurona (Erlander y Tobin, 1991). 

Se ha encontrado adicionalmente que la actividad de la GAD y por tanto la síntesis 

de GABA puede ser regulada por aspartato (Porter y Martín, 1987; Battaglioli, et.al. 2003), 

ATP (a través de procesos de fosforilación-defosforilación, Bao, et al., 1995; Battaglioli, 

et.al. 2003), y GABA (Porter y Martín, 1984; Rimvall y Martín, 1992; Battaglioli, et.al. 

2003). Una disminución en la concentración del glutamato usado por la GAD como sustrato 
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pennite la separación del PLP de la enzima con lo que esta pasa de un estado activo 

(holoGAD) a uno inactivo (apoGAD, Martín y Martín, 1979; Battaglioli, et.al. 2003 ). 

El ATP, al igual que otros nucleótidos trifosfatados, inhibe competitivamente la 

activación de la GAD por PLP, impidiendo la fonnación de hoJoGAD (Martín y Martín, 

1979; Martín y Martín, 1982). Esta inhibición de la GAD por ATP parece estar dada por 

una fosforilación de la GAD realizada por la enzima proteína cinasa A (PKA), ya que el 

inhibidor específico de PKA (PKI), bloquea la fosforilación de la GAD impidiendo así la 

inhibición de esta (Martín y Martín, 1982). El ácido ocádaico inhibe la actividad de la 

calcineurina, una protein-fosfatasa dependiente de Ca2
+ (Jouvenceau, et.al 2003). que evita 

la defosforilación de la GAD manteniendo así su inlubicíón (Bao et. al., 1995). Estos datos 

indican que la GAD pudiera estar regulada por ciclos de fosforilación (inllibición) y 

defosforilación (activación) estando posiblemente involucradas en estos procesos las 

enzimas PKA y calcineurina. Por otro lado, la formación de holoGAD no se da solo por la 

presencia de PLP y glutamato, ya que es necesaria la presencia de P¡, para permitir la unión 

de la GAD a su cofactor (Martín y Martín, 1979). 

Se ha observado que el GABA ( 5-15 mM) es capaz de disminuir la actividad de la 

GAD a concentraciones que caen dentro de los niveles (50 a 150 mM) reportados en las 

terminales sinápticas gabaérgícas. (Martín y RimvalJ, 1993; Fonnum y Walberg, 1973) en 

presencia de ATP (Porter y Martín, 1984). El uso de y-vinil GABA (GVG), un inlubidor de 

la enzima GABA-a-cetoglutarato transaminasa (GABA-T), responsable de la degradación 

del GABA, pennite un aumento en la concentración de GABA dentro de neuronas en 

cultivo con lo cual se ha observado también una inhibición en la actividad de la GAD 

(Rimvall y Martín, 1992). Otra evidencia que apoya la regulación de la actividad de la 

GAD por el GABA, es el hecho de que en el llamado "síndrome de abstinencia al GABA", 

producido por la administración intracerebral de altas concentraciones de GAB~ la 

actividad de la GAD medida en homogenados corticales disminuye entre el 27 y el 47% 

(Salazar, et. al. , 1994). Resultados similares fueron observados cuando GVG se inyectó por 

7 días consecutivos en ratas. Bajo estas condiciones los niveles de GABA aumentaron 2.3 

veces y la actividad de la GAD disminuyó en un 30 % en la corteza cerebral, mientras que 
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los niveles de la proteína GAD67 pero no los de la GAD65, disminuyeron entre el 75 y 80 % 

(Rimvall et al. 1993). De hecho, un ligero incremento en los niveles de GABA inducido 

por GVG en ratas, disminuyó cerca del 12% los niveles de GAD61 en sinaptosomas de 

corteza cerebral (Rimvall y Martín 1994). 

Por otro lado, estudios realizados en sinaptosomas han mostrado que los niveles del 

GABA dentro de las terminales sinápticas gabaérgicas se mantienen constantes a pesar de 

un incremento en su liberación (Martín y Rimvall, 1993), indicando que existe un buen 

acoplamiento entre la liberación y la síntesis del GABA, y que debe en consecuencia 

sintetizarse GABA para mantener los niveles estables de este neurotransmisor durante los 

periodos de su liberación (Gomez-Lira et. al. 2002) . En conjunto estos datos apoyan la idea 

de que el GABA podría regular su propia síntesis adecuándola a las necesidades que le 

impone su liberación. 

El GABA como ya se ha mencionado anteriormente se sintetiza a partir del 

glutamato, sin embargo, dicho glutamato proviene de la aminación del a-cetoglutarato por 

acción de la enzima aspartato-amino transferasa (AAT)) (Pérez de la Mora, 1995; Shank y 

Campbell, 1983) por otro lado, la glutamina, gracias a la actividad de la enzima 

glutaminasa dependiente de fosfato (P AG), es transformada a glutamato (Shank y 

Campbell, 1983). La AAT cuenta con dos isoformas (Fig. 1), una citoplasmática (AATs) y 

una mitocondrial (AATm) (Kaneko y Mizuno, 1994; Fonmun, 1993). Dichas isoformas no 

tienen una localización regional específica en el cerebro; sin embargo, se ha sugerido que la 

AAT puede ser un marcador de las células glutamatérgicas, aunque en la corteza cerebral se 

ha podido observar que las células gabaérgicas presentan una actividad de AA T mayor que 

la que exhiben las células glutamatérgicas dentro de la misma zona. De las dos isoformas 

antes descritas se ha visto que la forma mitocondrial es inhibida por el oxaloacetato 

(Fonnum, 1993). 

Por su parte, la PAG se encuentra localizada en las mitocondrias (Kvame, et al. , 

1991) estando, en algunos casos, más concentrada en las terminales glutamatérgicas y 

gabaérgicas. Como su nombre lo indica, la PAG se activa por fosfato, además de varios 
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ácidos carboxilicos y de Ca2
+, y es inhibida por el glutamato, los iones amonio y los 

protones. La concentración de glutamina observada en las terminales gabaérgicas de 

cerebelo fue de 5-18 mM (Ottersen et. al; 1992) y la Ki11 de la PAG para glutnnina está en 

el rango mM, por lo que la actividad de la enzima in vivo pudiera depender de la 

concentración de glutamina en dichas terminales. (Fonnwn, 1993). 

Por lo que respecta a la regulación de la P AG, es importante señalar que la 

concentración normal de fosfato es de 1-2 mM dentro de las neuronas, pero esta se 

incrementa rápidamente durante la actividad neuronal a consecuencia de la hidrólisis de 

ATP (Fonnum, 1993). Por su parte, el Ca2
+ incrementa la formación de glutamato en 

sinaptosomas, pero no tiene un efecto directo sobre la PAG (Benjamin, 1981; Kvamme et. 

al, 1983). Sin embargo, como ya se ha descrito anteriormente, la elevación en la 

concentración de Ca2
+ en la terminal sináptica aumenta la liberación de los 

neurotransmisores como es el caso del glutamato. Esta liberación sináptica de glutamato 

pudiera ser entonces la que provocara el aumento de la actividad de la PAG, ya que la 

inhibición de ésta enzima por el mismo glutamato se haria menos aparente, compensando 

así la reducción en la concentración del glutamato (Benjamín, 1981; Fonnum, 1993). 

""' 
Por otro lado, el glutamato es metabolizado por la AAT que lo transforma en a-

cetoglutarato, y por la glutamino sintetasa, una enzima predominantemente glial, que lo 

convierte en glutamina. Esta glutamina al igual que el a-cetoglutarato podrían ser utilizados 

nuevamente para la síntesis del glutamato (Fig. 1., (Fonnum, 1993)). 

La síntesis de glutamato se encuentra compartamentalizada (Schousboe, et.al. , 

1997) es decir, en el tejido cerebral existe más de una poza o compartimento metabólico de 

glutamato. Así, se ha observado que al ser inyectado GABA marcado radiactivamente 

dentro del cerebro, la actividad específica para la glutamina es mayor que la de su 

precursor, el glutamato. Esto mismo ocurre al administrar glutamato marcado. Como 

explicación a estos hechos se ha invocado la compartamentalización del glutamato dentro 

del tejido. De acuerdo con esto, existirian dos pozas metabólicas de g]utamato, una poza 

grande y una pequeña. Dichas pozas se comunicarian metabólicamente pero se 
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equilibrarían entre sí muy lentamente, sm embargo, la poza pequefia se equilibraría 

rápidamente con la glutamina del tejido (Fonum, 1993 y Kaneko y Mizuno, 1994). Al 

inyectar intracistemalmente glutamato y glutamina marcados en cerebros de rata se 

encontró una actividad específica para el GABA mayor que la del glutamato. Esto se debe 

Glutamina Glutamina 
Glutamina 

a-KG 

PAG 
Glu 

~ 
Glu 

GABA 

Glu 
GABA 

Fig. l. El esquema muestra el llamado ciclo de la glutamina, y en el se aprecia la compartamentalización de 
la síntesis del glutamato el cual puede provenir, entre otros precursores, del a-cetoglutarato (a-KG) y de la 
glutamina. Las flechas con líneas punteadas muestran la vía de síntesis del glutamato "metabólico" y las 
líneas continuas la síntesis del glutamato destinado a la síntesis de GABA. a-KG=a.-cetoglutarato, 
AATm=aspartato aminotransferasa mitocondral, AATs=aspartato aminotransferasa soluble, CK= ciclo de 
Krebs, GAD=glutamato descarboxilasa, Glu=glutamato, PAG=glutaminasa dependiente de fosfato, 
GABA=ác. GABA aminobutírico. Tomado y modificado de Kaneko y Mizuno, 1994. 

a que el glutamato que es capturado por la glia es trausfonnado a glutamina la cual viaja a 

las tenninales gabaérgicas donde será reconvertido a glutamato (Fig. l ). Dicho glutamato 

servirá a su vez como precursor del GABA (Baxter 1976). De hecho, se ha observado que 

la glutamina es un mejor precursor para la síntesis del GABA que eJ glutamato. Esto se 

debe a que el glutamato exógeno se diluye en el glutamato total de las células, mientras que 

la glutamina marca principalmente el glutamato de la poza pequeña. el cual será usado 

como neurotransmisor o como precursor para la fonnación de GABA. (Baxter 1976, 

Paulsen et. al. 1988, Peng et. al. 1993, Sonnewald et. al. 1993). Resultados mas recientes 
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que apoyan dicha compartamentalización han sido reportados por Schousboe y 

colaboradores (1997) y Pérez de la Mora y colaboradores (1999). 

Receptores gabaérgicos. 

El GABA cuenta con tres tipos de receptores diferentes . El primero que se describió 

fue el receptor ahora denominado GABAA, que es un receptor ionotrópico asociado a un 

canal iónico selectivo para el ión cloruro (Cr). El segundo receptor que se describió se 

denominó GABA8 . Este es metabotrópico y está asociado a proteínas G¡ o G0 las cuales 

inhiben la síntesis de AMP cíclico y regulan la apertura de canales de Ca2+ y K+ 

dependientes de voltaje (Wojcik, y Neff, 1983, Híll, 1985; Bowery, 1989). El tercer tipo de 

receptores se localizó primero en retina y se denomino GABAc, y al igual que los 

receptores GABAA están asociados a un canal iónico selectivo para iones cr, pero a 

diferencia de los receptores GABAA estos están constituidos por 5 unidades p (Ragozzino, 

et.al. 1996, Zhang, et.al. 1995) 

La localización y la farmacología de estos dos tipos de receptores son diferentes 

dentro del sistema nervioso. El receptor GABAA se localiza principalmente en la 

postsinapsis, aunque existen reportes de que también se localizan presinápticamente en la 

sustancia nigra pars compacta (Floran et.al., 1988), en el globus pallidus (Hashimoto y 

Kuriyama, 1997 a) y es selectivamente sensible, entre otros, al muscimoJ (agonista GABAA) 

y a la bicuculina (antagonista GABAA, Matsumoto, 1989; Kuriyan1a, et.al., 1993). Los 

receptores GABA8 se localizan tanto postsináptica como presinapticamente y son sensibles 

en forma selectiva entre otras sustancias al baclofen y al ácido 3-

aminopropil(metil)fosfinico (3-APP) ambos agonistas GABAB, así como a los antagonistas 

faclofen y CGP52432 (Misgeld, et.al. 1995; Mott y Lewis, 1994; Ong, et.al., 1998). Los 

receptores GABAA son responsables de producir un potencial postsináptico inhtbidor 

rápido por medio de un aumento en las corrientes entrantes de a-, mientras que los 

receptores GABAB provocan un potencial postsináptico inhibidor lento, al aumentar las 

corrientes salientes de K+ cuando se localizan en la postsinapsis (Thompson y Gahwiler, 

1992; Mott and Lewis, 1994; Misgeld, 1995). Los receptores GABAB presinápticos pueden 
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inhibir la liberación del neurotransmisor al espacio sináptico estimulada eléctricamente o 

por alto K+, a través del cierre de canales de Ca2+ sensibles voltaje (Waldmeier y 

Baumman, 1990; Thompson y Gahwiler, 1992; Misgeld et.al., 1995; Jenseu, et.al. 1999). 

De la misma forma, éste tipo de receptores presinápticos pueden inhibir la liberación de 

GABA funcionando como autorreceptores (Raiteri, et.al., 1989; Misgeld et.al., 1995; 

Pittaluga, et. al., 1987). 

Existe evidencia de diferencias farmacológicas entre los receptores GABAB pre y 

postsinápticos, que resultan en diferentes sensibilidades para antagonistas como el CGP 

35348 y para iones como el Ba2
+ (Dutar y Nicoll, 1988; Deisz et. al. , 1993; Pitler y Alger, 

1994; Deisz, et.al., 1997). 

Los receptores GABABs cuentan con dos subtipos denominados GABAsRt y 

GABAsR2, producidos por dos genes diferentes (Bowery yBrown, 1997, Ng et al., 1998). 

La homología entre ambos subtipos es muy alta, sin embargo, los receptores GABAsR2 

cuentan con un extremo carboxilo terminal más largo que la de los receptores GABAsRt 

(Jones, et. al ., 1998). Los receptores GABAsR1 cuentan además con al menos cuatro 

isoformas reportadas, a saber GABAsR1A, GABAsRrn, GABAsR1c, y GABAsRm (lsomoto, 

et. al., 1998, Bowery y Brown, 1997) Los primeros en descubrirse y por los mismo los más 

estudiados son las isoformas GABAsRJA y GABAsRJB. Cada una de estas dos isoformas 

necesita formar un heterodímero con el receptor GABAsR2, para producir un receptor 

activo (Iones, et. al., 1998; Kaupmann, et. al., 1998; White, et. al., 1998; Kuner, et. al., 

1999). 

Las isoformas del receptor GABA8R1 parecen tener una expresíón diferencial en las 

diferentes regiones del cerebro de la rata (Isom.oto et. al., 1998, Mobler, et. al., 2001) e 

incluso las isoformas GABAsRJA y GABAsRrn están asociadas a elementos pre y 

postsinápticos respectivamente (Billinton, et. al., 1999). Esto podria explicar las diferencias 

farmacológicas observadas entre los receptores GABA8 pre y postsinápticos, así como las 

diferencias entre los receptores GABA8 en varias zonas del SNC. 
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Dado que los autorreceptores GABA8 inhiben la liberación de GABA, y que la 

actividad de la GAD es inhibida por su fosforilación y por altas concentraciones de GABA 

como sucede en el sistema dopaminérgico, en donde la enzima tirosina bidrox:ilasa, es 

inhibida tanto por altas concentraciones de dopamina como por su fosforilación, es posible 

pensar que la síntesis de GABA pudiera ser regulada por la actividad de sus autorreceptores 

metabotrópicos (GABA8), en la misma forma que el autorreceptor D2, metabotrópico, 

regula la síntesis de la dopamina. 

Hipótesis 

Existe un acoplamiento entre la síntesis y la liberación de GABA modulado por 

autorreceptores GABAs. 

Objetivo 

Estudiar la posible regulación de la síntesis de GABA a partir de glutamina por sus 

autorreceptores GABA8 en el cerebro de la rata. 

Métodos 

Obtención de tejido. 

En este trabajo se utilizaron ratas macho albinas de la cepa Wistar de entre 160 y 

200 g de peso, las cuales fueron sacrificadas por dislocación de las vértebras cervicales. Los 

cerebros fueron extraídos rápidamente y colocados en solución salina a 4ºC. Las regiones 

estudiadas fueron disectadas manualmente y se obtuvieron rebanadas de 400 µm o prismas 

de 400X400 µm con ayuda de un rebanador de tejido Mcllwain.. Las rebanadas se 

seleccionaron y se repartieron de dos a tres en cada cámara de incubación. Los prismas se 

suspendieron en el medio de incubación y alicuotas de 30 µl fueron añadidas a las cámaras 

de incubación. 
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Medio de incubación. 

El medio que se utilizó para la incubación del tejido fue m1 medio Krebs-Tris con la 

siguiente composición (mM): NaCl, 124; KCl, 5; KH2P04, 1.25; MgS04, 1.2; Trisma base, 

35; glucosa, 10 y CaCh, 0.75; pH 7.2. En los ensayos en que se requirieron condiciones 

despolarizantes, las concentraciones de NaCl y KCl se cambiaron por para ajustar la 

concentración total de K+ a 15 mM. Sin modificar las condiciones osmóticas del medio. 

Obtención de sinaptosomas. 

Los sinaptomas se obtuvieron por el método descrito por Loscher et al. (1985). En 

breve, para cada ensayo la corteza frontoparietal de la rata fue obtenida y se homogenó en 

un mililitro de sacarosa 0.32 M fría. Los homogenados se centrifugaron a 1,200 x g por 10 

min. Se rescataron los sobrenadantes y se centrifugaron nuevamente a la misma velocidad y 

por el mismo tiempo. El sobrenadante resultante se colocó sobre l ml de sacarosa 1.2 M y 

se centrifugó a 160,000 x g por 15 min. De esta centrifugación se fonnaron 3 fases, la fase 

central fue rescatada con ayuda de una pipeta Pasteur y resuspendida en dos ml de sacarosa 

0.32 M. La suspensión se colocó sobre 1 mi de sacarosa 0.8 M y se centrifugo nuevamente 

a 160,000 x g por otros 15 min. El pellet resultante conteniendo la fracción sinaptosomal 

fue resuspendido en medio Krebs-Tris pH 7.2 frío. Todas las fracciones sinaptosomales 

fueron reunidas y llevadas a un volumen de 20 mi para posteriormente ser distribuidas en 

volúmenes de 450µ1 (alrededor de 0.15 mg de proteína) en tubos Eppendorf que 

funcionaron como cámaras de incubación. 

En todos los casos las soluciones fueron previamente oxigenadas y mantenidas a 

4ºC. 

Fármacos. 

Para este estudio el (-)baclofen (CGP 11973 A) fue gentilmente donado por 

Novartis (Basel, Suiza), el ácido 3-arninopropil(metil)fosfinico-HCl (3-APMP) fue 

obtenido de RBI (Massachusetts, USA), el (±) baclofen, el, ácido 3-mercaptopropiónico 
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(inhibidor de la enznna GAD); el fosfato de piridoxal; la (3-alanina (inlubidor de la 

recaptura glial de GABA) y el ácido aminooxiacético (un inhibidor de la recaptura neuronal 

de GABA) fueron obtenidos de Sigma. La [3 ,4-3H(N)]glutamina (30-60 Ci/mmol) y el [2,3-

3H(N)]GABA (70-100 Ci/mmol) fueron obtenidos de New England Nuclear (Boston MA, 

USA). 

Liberación de ¡3 H/GABA. 

La regulación de la liberación de GABA se determinó midiendo el efecto del 

(-)baclofen sobre la liberación de [3H]GABA de prismas de corteza cerebral. Para esto, los 

prismas se estabilizaron durante 30 min, en un medio Krebs-Tris a 37 ºC. Posterionnente 

los prismas se incubaron durante 1 O min. en 1 mi del mismo medio Krebs-Tris adicionado 

con 20 µCi de [3H]GABA (40 Ci/mmo~ 20 µM de GABA), 100 µM de f3-alanina como 

inhibidor de la recaptura glial del GABA y 10 µM de ácido. aminooxiacético para prevenir 

el metabolismo del [3H]GABA por la enzima GABA-T. Posterionnente los prismas se 

lavaron con 3 mi de medio Krebs-Tris conteniendo 1 O µM de ác. aminooxiacético y 1 µM 

de ácido. nipecótico, para evitar la recaptura del [3H]GABA liberado. Dichas substancias 

permanecieron en todos los medios durante la superfusión. Los prismas se colocaron en 

cámaras de superfusión y se lavaron con el mismo medio durante 40 min. con un flujo de 

1.5 ml/min., flujo que se mantuvo durante toda la superfusión . Al finalizar este periodo de 

lavado, a la mitad de las cámaras de superfusión se les cambió el medio por uno 

conteniendo 30 µM de (-)baclofen que se mantuvo hasta el fin de Ja superfusión. Para 

estimular la liberación de [3H]GABA, 5 min. después de la adición del (-)baclofen se 

cambio el medio de superfusión por uno conteniendo 30 mM de K+ y se mantuvo la 

superfusión con este medio durante 1 O min. Finalizado este periodo, las rebanadas se 

lavaron por 5 min. adicionales para regresar a la liberación basal. Durante la superfusión se 

colectaron fracciones cada minuto. A las fracciones colectadas se Jes adicionó 5 mi de 

Tritosol y se midió la radioactividad presente en ellas mediante un contador de centello 

líquido convencional con una eficiencia cercana al 30%. La radioactividad presente en los 

prismas al final de la superfusión fue medida en la misma forma, aunque previamente el 

tejido fue solubilizado con 1 mi de SDS al 2%. 
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-- ---------------------

Dado que por experimentos realizados en este laboratorio (Pérez de la Mora, et. al., 1993) 

se demostró que la radioactividad liberada por el tejido correspondía a [ 3H]GABA en más 

de un 80 %, la liberación de [3H]GABA se determinó en cada fracción como eJ porcentaje 

de la radioactividad presente en ella con respecto a la radioactividad total presente en el 

tejido al momento de su recolección. La radioactividad total se determinó sumando a Ja 

radioactividad presente en el tejido al final de la superfusión la radioactividad en todas ]as 

fracciones que se colectaron. La liberación basal de [3H]GABA fue detenniuada del 

promedio de la radioactividad liberada en las 5 fracciones previas a la adición de K+ en el 

medio de superfusión y fue restada a la radioactividad presente en las :fracciones obtenidas 

durante la estimulación con K+. 

Sintesis de GABA. 

Rebanadas y prismas. 

La síntesis de [3H]GABA se determinó cuantificando la incorporación de la 

radioactividad procedente de [3H]glutamina a [3H]GABA. Para ello, tanto las rebanadas 

como los prismas obtenidos se mantuvieron durante 40 min. en 400 ~tl de medio Krebs

Tris, pH 7.2 a 37ºC, oxigenado, para restablecer el equilibrio metabólico del tejido. 

Terminando dicho periodo de estabilización el tejido fue preincubado por 5 min. con o sin 

el fármaco a probar y posteriormente fue incubado con 5 µCi de [3H]gtutamina (0.16-0.32 

µM de glutamina) en un volumen final de 500 µl. La incorporación de radioactividad a 

[3H]GABA se detuvo por enfriamiento rápido (a OºC) seguido por la aspiración del medio 

de incubación. El tejido fue lavado con 3 ml de medio frío que fueron inmediatamente 

aspirados . 
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Sinaptosomas. 

La síntesis de GABA en los sinaptosomas se evaluó por un procedimiento muy 

similar al descrito para las rebanadas y prismas. Los sinaptosomas se resuspendieron en 450 

µl de medio Krebs-Tris. Al finalizar el periodo de estabilización, los sinaptosomas se 

centrifugaron a 12,500 x g durante 1 min. y el pellet sinaptosomal se resuspendió en 500 µl 

de medio Krebs-Tris con 5 o 15 mM de K+ a 3 7°C, conteniendo el fármaco a estudiar y 5 

µCi de [3H]g1utamina. La smtesis se detuvo por centrifugación a 13,000 x g y aspiración 

del sobrenadante radioactivo. El pellet sinaptosomal se lavó superficiahnente con 1 mi de 

medio fresco a OºC. 

Extracción de los aminoácidos. 

Los aminoácidos fueron extraídos con etanol al 80% y posteriormente 

deslipidizados. Para ello, el tejido lavado fue sonicado por 20 seg. en L5 mi de etanol al 80 

% conteniendo 37.5 nmoles de L-norleucina como estandar interno. Las muestras se 

centrifugaron 1 O min. a 3000 rpm y los sobrenadantes se mezclaron con 5 rnl de 

cloroformo. Tras una nueva centrifugación (5 min. a 3000 rpm) se separaron dos fases. De 

la fase acuosa, la cual contenía los aminoácidos, se tornaron l 00 µl Las muestras se 

secaron por liofilización y los aminoácidos se resuspendieron en l O µl de un buffer de 

bicarbonato de sodio 0.1 M, pH 9.0. Los pellets conteniendo el tejido sonicado se 

resuspendieron en 1 rn1 de NaHO 0.1 M y se mantuvieron congelados a -20ºC hasta el 

momento de hacer la medición de proteína. 

Derivatización de los aminoácidos. 

Los aminoácidos suspendidos en l O µl del buffer de bicarbonato de sodio se 

derivatizaron con cloruro de DABSILO según la técnica descrita por Chang et al (1981). A 

las muestras de aminoácidos se les agregaron 20 µl de una solución de clomro de 

DABSILO (1.3 mg/ml) en acetonitrilo y se incubarón a 70ºC durante 12 min. teniendo 
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cuidado de agitarlos vigorosamente a los minutos 1 y 4 de la derivatización. A1 tennino de 

la derivatización los aminoácidos derivatizados se diluyeron con 220 µl de un buffer de 

fosfato de sodio dibasico pH 6.5 y conservados en refrigeración hasta su cuantificación 

posterior por medio de HPLC. 

Separación y cuantificación del GABA 

Los aminoácidos extraídos del tejido cerebral tras su derivatización se separaron y 

cuantificaron por medio del sistema HPLC "Gold" de Beckman hlStruments. Dicho sistema 

incluye un juego de bombas que permiten la generación de gradientes, y un detector de luz 

ultravioleta/visible que detecta y cuantifica los aminoácidos derivatizados tras su 

separación cromatográfica. La columna que se utilizó para las separaciones fue de silica 

gel, Cl8, (Ultrasphere) para separaciones en fase reversa. 

Para la cromatografia se utilizó como fase móvil un gradiente formado de la mezcla 

de dos fases de corrimiento (Tabla 1). La fase A contenía citrato de sodio 10 mM, pH 6.5 y 

4% de dimetilformamida (DMF), en tanto que la fase B estaba constituida de 30% de la 

fase Ay 70% de acetonitrilo conteniendo 4% de DMF. 

La radioactividad incorporada a [3H]GABA y la radioactividad residual en 

[3H]g1utamina se midió colectando las fracciones cromatográficas correspondientes y 

midiendo la radioactividad presente en ellas por medio de un contador de cente11eo líquido 

convencional. 

La incorporación de radioactividad a [3H]GABA a partir de [3H]glutamina se 

expresó como el porcentaje de la radioactividad presente en [3H]GABA con respecto a la 

radioactividad presente en [3H]glutamina (porciento de la rad. en [3H]GABA), y como la 

radioactividad específica en los dos aminoácidos expresada como dpm/pmol. 
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Cuantiftcación de protelnas . 

La proteína fue medida por el método de Lowry et.al.(1951). Para ello los pellets 

obtenidos tras la extracción de los aminoácidos con etanol se solubiliz.arón en l mJ de 

NaOH O .1 N, donde se mantuvieron por lo menos 24 horas para facilitar su disgregación. 

Estadistica. 

En todos los casos los datos se expresan como la media ± error estándar de la media 

(EEM). Para los experimentos de liberación de [3H]GABA se obtuvieron las áreas bajo la 

curva para los picos de liberación de [3H]GABA y las diferencias entre las liberaciones 

obtenidas en presencia o en ausencia de las drogas utilizadas se evaluaron mediante la 

prueba "t" de Student. En los experimentos de sú1tesis de [3H]GABA para buscar 

diferencias entre los grupos se utilizó una ANOVA de una sola vía, y Ja prueba de Dunnet 

como prueba post hoc. 

Resultados 

Separación y cuantiftcación de GABA. 

Después de probar diversos métodos de separación se adoptó el gradiente que se 

muestra en la Tabla 1. Dicho gradiente nos permite la separación de GABA, y glutamina, 

del resto de los aminoácidos presentes en los extractos obtenidos de cerebro de rata. La 

separación de estos aminoácidos permitió medir tanto sus niveles como la radioactividad 

presente en ellos, con lo cual se pudo medir la incorporación de radioactividad en GABA a 

partir de [3H]glutamina. En la Fig. 2 se muestra un cromatograma obtenido a partir de un 

extracto de hipotálamo de rata. Como se puede observar, tanto el GABA como la glutamina 

se encuentran claramente separados del resto de los aminoácidos presentes en el extracto. 

La radioactividad dentro del cromatograma se encontró exclusivamente al inicio de éste y 

en los sitios correspondientes a los aminoácidos glutamato, glutamina y GABA El límite 

mínimo de detección para los aminoácidos fue de 3 pmoles eu 20 µl del extracto 

derivatizado. 
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Tabla l. 

Tiempo Fase A Fase B Duración 

(min) % % del 

cambio 

Inicio 71.0 29.0 -
2.00 62.0 38.0 8.00 

10.00 57.0 43 .0 4.00 
' 

16.00 31.6 68.4 4.50 

20.50 O.O 100.0 6.00 

31.50 71.0 29.0 0.50 

Gradiente formado para la separación del GABA y la Gln 
por medio de HPLC, la tasa de flujo fue de 1.5 ml/min. 

Síntesis de f HJGABA. 

La incorporación de radioactividad a GABA proveniente de [3H]glutamina se midió 

en diferentes regiones del cerebro. Como se aprecia en la Fig 3, la incorporación de 

radioactividad en [3H]GABA es claramente más grande en el hipotálamo que en la corteza 

cerebral y el núcleo caudado, en donde la incorporación de radioactividad a GABA es 

similar. Debido a que en el hipotálamo se registró la mayor incorporación de radioactividad 

al GABA y que los autorreceptores GABAs han sido ampliamente descritos en la corteza 

cerebral, estas dos regiones fueron seleccionadas en nuestros experimentos para estudiar la 

síntesis del [3H]GABA. 

Efecto del tiempo de incubación sobre la incorporación de radioactividad en GABA a 
partir de fHfglutamina. 

En la Fig. 4 se muestran los niveles de glutamina y GABA en rebanadas de 

hipotálamo de rata, incubadas hasta 60 min.en presencia de [3H]glutamina. Como se puede 

apreciar en la figura, los niveles de ambos aminoácidos permanecieron constantes durante 

el tiempo de incubación. La incorporación de la radioactividad en GABA a partir de 

[3H]glutamina se incrementó en forma lineal hasta los 20 min. de incubacjón (Fig. 5). En 
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Fig. 2 Cromatogramas obtenidos a partir de un extracto de hipotálamo de rata. Como se 
puede observar en la superposición, tanto el GABA como la glutamina se encuentran 
claramente separados del resto de los aminoácidos presentes en el extracto. La lmea 
punteada muestra el cromatógrama de llll extracto de hipotálamo a1 cual se Je adicionaron 
GABA y glutamina (Gin) en cantidades equimolares. 
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Fig. 3.- Incorporación de radioactividad en GABA procedente de [3H]glutamina. 
Rebanadas de corteza cerebral, núcleo caudado e hipotálamo de rata se incubaron 20 min. 
en presencia de [3H]glutamina (5 µCi) . Las barras muestran la media de un ensayo 
realizado por duplicado, expresado como porcentaje de la radioactividad presente en la 
[3H]glutamina. Entre paréntesis se muestran los valores individuales usados para obtener el 
promedio. Para mayores detalles véase la sección de Métodos. 
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Fig. 4.- Efecto del tiempo de incubación sobre los niveles de glutamina y GABA en 
rebanadas de hipotálamo de rata incubadas en presencia de [3H]glutamina. Los puntos son 
la media de un ensayo realizado por duplicado. Los niveles tisulares tanto de GABA como 
de glutamina permanecen prácticamente constantes hasta por una hora a partir del inicio de 
la incubación con [3H]glutamina. Para detalles metodológicos véase la sección de Métodos. 
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virtud de estos resultados, el tiempo de incorporación elegido para Ja mayor parte de los 

experimentos fue de 1 O min. 

Como se puede observar en la Fig. 6, Jos niveles de [3H]glutamina en el medio de 

incubación, a juzgar por la radioactividad presente en los picos correspondientes a estos 

aminoácidos, no limitan ni su incorporación al tejido ni la síntesis de [3H]GABA, ya que 

estos pennanecieron inalterables durante la incubación de las rebanadas con [3H]glutamina. 

Efecto del ácido 3-mercaptopropiónico y del fosfato de piridoxal sobre la incorporación 

de radioactivülad en GABA a partir de f H{glutamina en rebanadas de hipotálamo. 

Con el objeto de observar la sensibilidad de nuestro método para detectar 

condiciones capaces de modificar la síntesis de [3H]GABA se probó el efecto del PLP y 

del ácido 3-MP, un potente inhibidor de la GAD, sobre la incorporación de radioactividad 

en GABA proveniente de [3H]glutamina en rebanadas de hipotálamo de rata. Como se 

observa en la Fig 7 A, y de acuerdo a lo esperado, el porcieuto de radioactividad presente eu 

[3H]GABA se redujo en un 70 % por la acción del 3-MP con respecto a sus controles. La 

radioactividad específica del [3H]GABA fue también reducida (Fig. 7B). El PLP en 

cambio, no modificó sustancialmente la incorporación de radioactividad a GABA (Fig. ?A) 

ni su actividad específica (Fig. 7B). En la misma figura se puede apreciar que la 

[3H]glutamina no cambió su actividad específica con ninguno de los dos tratamientos. 

Efecto de la estimulación de los autorreceptores GABAB sobre la liberación de 

f H/GABA de prismas y rebanadas de corteza cerebral 

Con el fin de confirmar que los autorreceptores GABAB podían ser activados en nuestro 

sistema se probó el efecto del ( -)baclofen sobre la liberación de [3H]GABA estimulada por 

concentraciones altas de K+ de prismas y sinaptosomas de corteza cerebral. En la Fig. 8A se 

puede observar que el ( -)baclofen (1 O µM) provocó una disminución del 26 % en la 

liberación de [3H]GABA estimulada por 15 mM de KCl en el medio de superfusión de 

prismas corticales. Una disminución similar (20 %) fue observada cuando el efecto del 
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Fig. 5.- Efecto del tiempo de incubación sobre la incorporación de radioactividad en 
GABA proveniente de [3H]glutamina. Rebanadas de hipotálamo de rata se incubaron de O a 
20 min. en presencia de [3H]glutamina como se describe en Métodos. Los puntos muestran 
la media de un experimento realizado por triplicado. Obsérvese que Ja incorporación de 
radioactividad en GABA es lineal hasta Jos 20 min. de incubación con [3H]glutamina. 

-0-(3H]Gln 
-•-[3H]GABA 

____ ,. __ 

.. ---- ------·--------·--------. 

o 5 10 15 20 

Tiempo (min.) 

Fig. 6.- Efecto del tiempo de incubación sobre los niveles de GABA en el medio de 
incubación. Rebanadas de hipotálamo de rata se incubaron con [3H]glutamina y a los 
tiempos que se indica y se determinó la radioactividad presente en [3H]glutamina y 
[3H]GABA en alícuotas de 20 µl del medio de incubación. La radioactividad asociada a 
estos aminoácidos se expresa como eJ porciento de Ja radioactividad presente en 20 µ1 de] 
medio derivatizado. Los puntos indican la media de un experimento realizado por 
triplicado. Obsérvese que la radioactividad presente en estos aminoácidos no cambia 
apreciablemente en el medio durante la incubación de las rebanadas con [3H]glutamina, 
además de que el sustrato no es una limitante para la sú1tesis de [ 3H]GABA. 
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(-)baclofen 30 µM se probó en sinaptosomas de corteza cerebral (Fig. 8B). Sin embargo, el 

antagonista de los receptores GABAB, el CGP 52432, no mostró ningún efecto sobre la 

liberación de [3H]GABA estimulada por alto K+ de prismas de la misma región. 

Efecto de la concentración del GABA en el medio de incubación sobre la incorporación 

de radioactividad en GABA proveniente de f Hjglutamina en rebanadas de hipotálamo. 

Se estudió el efecto de la concentración de GABA en el medio de incubación sobre 

la incorporación de la radioactividad en GABA proveniente de [3H]glutamina fue 

estudiado. Para esto, rebanadas de hipotálamo de rata se incubaron en presencia de 

diferentes concentraciones de GABA no radiactivo y como se puede apreciar en la Fig. 9, la 

presencia de GABA (O a 1 O µM) en el medio de incubación no modificó Ja incorporación a 

GABA de la radioactividad preveniente de [3H[glutamina. 

Efecto de agonistas gabaérgicos sobre la incorporación de radioactividad en GABA 

proveniente de f Hjglutamina. 

Debido a que el GABA aplicado extracelulannente a las rebanadas podría haber 

activado diversos tipos de receptores gabaérgicos con acciones antagónicas sobre la 

incorporación de radioactividad en GABA proveniente de [3H]glutamina el efecto de 

agonistas específicos para los receptores GABAA y GABAB sobre Ja incorporación de 

radioactividad en [3H]GABA proveniente de [3H]glutamina fue estudiada en rebanadas de 

hipotálamo. Como puede observarse en la Fig. 1 O, el muscimol, un agonista gabaérgico tipo 

A, no presentó efecto alguno sobre la incorporación de radioactividad al GABA 

proveniente de [3H]glutamina. Tampoco tuvieron efecto sobre la incorporación de 

radioactividad al GABA proveniente de [3H]glutamina el (±)baclofen, un agonista 

gabaérgico tipo B, ni sus isómeros individuales, el (-)baclofen y el ( + )baclofen, 

correspondientes a sus formas activa e inactiva, respectivamente (Fig. 11 ). La actividad 

específica del [3H]GABA no se modificó con ninguno de los tratamientos anteriores (Fig 

10 y 11). 
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Fig. 7.- Efecto del fosfato de piridoxal (PLP) y del ácido 3-mercaptopropíouico (3-MP) 
sobre la incorporación de radioactividad en GABA proveniente de [3H]glutamina en 
rebanadas de hipotálamo. En el panel A de la figura se muestra el porciento de la 
radioactividad presente en [3H]GABA con respecto a la radioactividad presente en 
[3H]glutamina y en el panel B se muestra la radioactividad específica de los aminoácidos. 
Las barras muestran la media de un experimento realizado por triplicado. 
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Fig 8. Efectos del (-)baclofen y del CGP 52432 sobre la liberación de [3H]GABA de prismas y 
sinaptosomas de corteza cerebral de rata. La liberación de GABA fue evocada al cambiar el medio 
Krebs-tris por uno con la concentración de KCl indicada. El medio conteniendo el (-)bac1ofen o el 
CGP 52432 fueron usados para superfundir las cámaras experimentales durante el periodo indicado. 
La liberación del [3H]GABA se expresa como el porcentaje de la radioactividad presente en la 
preparación al momento de la estimulación. Los valores son la media ± EEM de 3-4 experimentos 
independientes realizados por triplicado. El área bajo la curva de los picos de la liberación de 
[3H]GABA estimulada por alto K+ fueron obtenidos para cada superfusión y la diferencia entre los 
valores control y experimental fueron evaluados por medio de la prueba "t" de Student. Las barras 
de error estándar fueron omitidas en aquellos puntos donde su tamaño fue más pequeño que el 
símbolo correspondiente. A y B: Liberación de [3H]GABA de prismas corticales. C: liberación de 
[3H]GABA de sinaptosomas corticales. Para ver una completa descripción del procedimiento 
experimental ver la sección de Metódos 
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Fig. 9.- Efecto de la concentración de GABA en le medio de incubación sobre la 
incorporación de radioactividad en GABA proveniente de [3H]glutamina. Rebanadas de 
hipotálamo se incubaron con varias concentraciones de GABA y la incorporación de 
radioactividad proveniente de [3H]glutamina en este aminoácido se evaluó como se 
describe en Métodos. Los puntos representan la media ± EEM de 7 experimentos 
independientes realizados por triplicado. 
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Fig 10.- Efecto del muscimol (300 nM) sobre la incorporación de radioactividad en GABA 
proveniente de [3H]glutamina en rebanadas de hipotálamo de rata. En eJ panel A se muestra 
el porciento de la radioactividad presente en [3H]GABA con respecto a la radioactividad 
presente en [3H]glutamina. La actividad específica para [3H]GABA y [3H]g1utamina se 
muestra en el panel B. Obsérvese la falta de efectos estadísticamente significativos de las 
substancias probadas sobre cada uno de estos parámetros. Las barras indican Ja media ± 
EEM de 4 experimentos realizados por triplicado. 
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Con el objeto de estudiar con más detalle los efectos del bac]ofen sobre la 

incorporación de radioactividad en GABA proveniente de [3H]glutamina, se estudiaron los 

efectos de diferentes concentraciones de (-)baclofen, sobre los autorreceptores gabaérgicos 

tipo B en prismas de hipotálamo y corteza cerebral de rata. Como puede verse en la Figura 

12, concentraciones tan altas de ( -)baclofen como 100 µM fueron incapaces de afectar 

significativamente la incorporación de radioactividad al GABA y su radioactjyidad 

específica en prismas de hipotálamo. Resultados análogos fueron obtenidos en prismas de 

corteza cerebral (Fig. 13). 

Efecto del ácido 3-amino-propll (metil) fosfónico (3-APMP) sobre la incorporación de 

radioactividad al GABA proveniente de f Hjglutamina en prismas de ltipotálJimo 

Para eliminar la posibilidad de que la falta de efectos del (-)bacJofen se debiera a 

una baja potencia de este compuesto para estimular los receptores GABAs involucrados en 

la síntesis del GABA, se evaluó, en prismas de corteza cerebral (Fig. 14), el efecto de 3-

APMP, que es 1 O veces mas potente que el (-)baclofen, sobre Ja incorporación de 

radioactividad en GABA proveniente de [3H]glutamina. Sin embargo, al igual que sucedió 

con el (-)baclofen la incorporación de la radioactividad en el GABA proveniente de 

[3H]g1utamina no se afectó significativamente en presencia de 3-APMP. Resultados 

análogos se encontraron con una concentración de 1 O µM en prismas de hipotálamo 

(resultados no mostrados). 

Efecto del (-)baclofen sobre la incorporación de radioactividad al GABA proveniente de 

f Hjglu.tamina bajo condiciones depolarizantes. 

En vista de que la activación de los receptores GABAB por el (-) baclofen resultaría 

en la modulación de la síntesis del GABA al momento de su liberación; se probó el efecto 

de este agonista junto con concentraciones despolarizantes de K+ en sinaptosomas de 

corteza cerebral. Como puede observarse en la Fig 15, el (-)baclofen a una concentración 

de 30 µM, no modificó tampoco, bajo estas condiciones, la incorporación de la 

radioactividad en el GABA proveniente de [3H]glutarnina . 
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Fig. 11.- Efecto de diferentes isomeros de baclofen (bac.) sobre Ja incorporación de la 
radioactividad en GABA proveniente de [3H]glutamina en prismas de hipotálamo de rata. 
Las concentraciones usadas fueron de 20 µM para Ja forma racémica de baclofen y JO µM 
para los otros dos ísomeros del baclofen. Las barras representan la media ± EEM de 4 
experimentos independientes realizados por triplicado. 
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Fig. 12.- Efecto de diferentes concentraciones de (-)baclofen, sobre Ja incorporación de 
radioactividad a GABA a partir de [3H]glutamina en prismas de hipotálamo de rata. En A 
se muestra el porciento de radioactividad presente en [3H]GABA con respecto a la 
radioactividad presente en [3H]glutamina y en B actividad especifica del [3H]GABA. Los 
puntos muestran la media ± EEM de tres experimentos realizados cada uno por triplicado. 
Obsérvese la falta de efectos del (-)baclofen sobre la incorporación de radioactividad en 
GABA proveniente de [3H]glutamina 
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Fig. 13.- Efecto del (-)baclofen sobre la incorporación de radioactividad a [3H]GABA 
proveniente de [3H]glutamina en prismas de corteza cerebral de rata. Los puntos 
representan la media ± EEM de tres experimentos independientes realizados cada uno por 
triplicado. Obsérvese la falta de efectos del (-)baclofen sobre la incorporación de 
radioactividad en GABA proveniente de [3H]glutamina 
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Fig. 14.- Efecto del varias concentraciones de 3-APMP sobre Ja incorporación de 
radioactividad a GABA proveniente de [3H]glutarnina en prismas de corteza cerebral de 
rata. Los puntos representan la media ± EEM de tres experimentos independientes 
realizados cada uno por quintuplicado. 
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Fig. 15.- Efecto del (-)baclofen sobre la incorporación de radioactividad en GABA 
proveniente de [3H]glutamina en condiciones despolarizantes. Sinaptosomas de corteza 
cerebral de rata fueron incubados en un medio conteniendo 30 pM de (-)baclofen, 
con 5 o 15 mM de KCI y la incorporación de radioactividad a GABA proveniente de 
[3H]glutamina fue estudiada. Las barras representan la media ± EEM de 3 experimentos 
independientes. 
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EfecflJ del antagonista gabaérgico tipo B, CGP52432 sobre la incorporación de 

radioacti.vidad al GABA proveniente de ¡3 HJ glutamina. 

Para evaluar la posibilidad de que la falta de efectos de los agonistas gabaérgicos 

tipo B usados, se debieran a la ocupación previa de los receptores gabaérgicos tipo B por el 

GABA presente en la preparación usada, se evaluó el efecto de diferentes concentraciones 

del antagonista gabaérgico tipo B sobre la incorporación de la radioactividad al GABA 

proveniente de [3H]glutamina. En la Fig. 16 se muestra que, como sucedió con los 

agonistas, el CGP52432 fue incapaz de modificar la incorporación de radioactividad al 

GABA proveniente de [3H]g1utamina. 

EfecflJ del (±)baclofen sobre la incorporación de radioactividad a GABA proveniente de 

f HJ glutamaflJ. 

Para descartar la posibilidad de que bajo las condiciones experimentales usadas, la 

compartamentalización del glutamato estuviera afectada y la glutamina no se comportara ya 

como el mejor precursor para la síntesis del GABA, prismas de hipotálamo fueron 

incubadas con 20 µM de(±) baclofen en presencia de [3H]glutamato. Los resultados que se 

muestran en la Fig. 17, a pesar de que indican una incorporación de radioactividad 

sustancial para el GABA en presencia de [3.H]glutamato, (Fig. l 7B) no apoyan sin embargo, 

la posibilidad de que la activación de Jos receptores gabaérgicos tipo B pudiera modificar 

la síntesis del GABA a partir del [3H]glutamato, pues no se observaron diferencias 

significativas en la radioactividad incorporada al GABA a partir de [3H]glutamato. 

Efecto de agonistas y antagonistas gabaérgicos ti.po B sobre la actividad especifica de la 

f H}glutamina 

Ninguno de los agonistas y antagonistas gabaérgicos tipo B probados en este trabajo 

afectaron la radioactividad específica de la [3H]glutamina incorporada en las preparaciones 

usadas (resultados no mostrados). 
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Fig. 16.- Efecto del varias concentraciones de CGP 52432 sobre la incorporación de 
radioactividad a [3H]GABA proveniente de [3H]glutamina en prismas de corteza cerebral 
de rata. Los puntos representan la media ± EEM de cuatro experimentos independientes 
realizados por triplicado. Obsérvese la falta de efectos sobre la incorporación de 
radioactividad en GABA proveniente de [ 3H]glutamina. 
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Fig. 17. - Efecto de 20 ~M de ( ± )baclofen sobre la incorporación de la radioactividad en 
GABA proveniente de [ H]glutamato en prismas de hipotálamo de rata. En A se muestra el 
% de radioactividad presente en [3H]GABA con respecto a la radioactividad presente en 
[3H]glutamato. La actividad especifica de [3H]glutamato y [3H]GABA se muestra en la 
figura B. Las barras representan la media ± EEM de tres experimentos realizados por 
quintuplicado. El (±)baclofen fue incapaz de modificar la incorporación de radioactividad 
en GABA proveniente de [3H]g1utamato. 
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Discusión 

Desde el punto de vista analítico, la medición del GABA se realizó mediante 

técnicas de HPLC que permiten una excelente separación del GABA y de la glutamina del 

resto de los aminoácidos presentes en los extractos de cerebro (Fig. 2) y por consiguiente 

una adecuada cuantificación de su cantidad y de la estimación de la radioactividad presente 

en cada uno de ellos. El mínimo de detección en nuestro sistema fue de 3 pmoles en 20µ1 

de derivatizado. Esta sensibilidad fue adecuada para los fines de este trabajo, pues los 

niveles obtenidos de cada aminoácido fueron de alrededor de 500 pmoles para el GABA y 

50 pmoles para glutamina en el mismo volumen de extracto. La radioactividad incorporada 

a estos aminoácidos se midió en las fracciones correspondientes a cada uno de ellos 

mediante un contador de centelleo. Los experimentos control señaJaron que en el 

cromatograma, la radioactividad se asoció al frente de este y a las fracciones 

correspondientes a glutamato, glutamina y GABA. En todos los ensayos realizados, la 

fracción correspondiente a la glutamina fue en donde se encontró Ja mayor cantidad de 

radioactividad. 

El principal hallazgo de este trabajo fue que a diferencia de lo que sucede con otros 

sistemas de neurotransmisión como los aminérgicos, en el caso del sistema gabaérgico los 

receptores que regulan la liberación del neurotransmisor no regulan su síntesis. El hallazgo 

es importante, pues permite suponer la existencia para el caso de los aminoácidos 

neurotransmisores de otros tipos de acoplamiento entre su síntesis y su bberación. Esta faJta 

de acoplamiento es poco probable que obedezca aJ enfoque metodológico utilizado pues la 

glutamina parece ser el mejor precursor para la síntesis del GABA (Baxter, 1976; Shank y 

Aprison, 1977; Schousboe, et.al., 1997; Pérez de la Mora, et.al. 1999) y en experimentos 

diseñados para probar la respuesta de la incorporación de radioactividad de la 

[3H]glutamina al GABA ante condiciones que pudieran aumentar o disminuir la síntesis de 

este neurotransmisor (Fig. 7) se encontró que el ácido 3-mercaptopropiónico, que tanto in 

vitro como in vivo inhibe la actividad de la GAD (Lamar, 1969; Kato~ et al., 1994) 

también inhibe la incorporación de radioactividad al GABA proveniente de [3H]glutamina 

y disminuye su radioactividad específica. Esta inhibición fue alrededor del 70% y coincide 

con reportes previos en relación a sus efectos sobre la actividad de la GAD (Lamar, 1969; 
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Katoh, et. al., 1994). La falta de efectos estimulantes del PLP sobre Ja smtesis del GABA, 

no invalida el enfoque usado, pues es posible que este cofactor no halla sido incorporado a 

los sitios intracelulares en donde se lleva a cabo la síntesis del GABA dada la enorme 

polaridad que le confiere su grupo fosfato y que, como en el caso de otras sustancias 

fosforiJadas, glucosa 6-fosfato por ejemplo, impide Ja movilidad de ellas a través de las 

membranas de las células. Alternativamente, Ja cantjdad de PLP captada por las termjnales 

gabaérgicas podría no haber sido suficiente para estimular intracelulannente Ja actividad de 

la GAD como dicho cofactor lo hace en homogeniz.ados de cerebro (Tapia y Sandoval, 

1971). Nuestros resultados, por otro lado, mostraron que la incorporación de la 

railioactividad en el [3H]GABA proveniente de la [3H]g1utamina en rebanadas de 

hipotálamo de rata incubadas con 5 µCi de este aminoácido, es lineal (Fig. 5) durante los 

primeros 20 min. de incubación, y que durante este tiempo la [3H]glutamina presente en el 

memo no se vio alterada indicando que la cantidad empleada de [3H]glutamina, no fue un 

factor limitante para la síntesis del [3H]GABA Con el fin de homogeniz.ar los resultados, la 

síntesis de [3H]GABA a partir de [3H]glutamina se expresó como el porcentaje de la 

railioactividad que se incorporó al GABA en relación a la radioactividad presente en la 

[3H]g1utamina. Dicha forma de expresar la síntesis de GABA permjte minimizar diferencias 

en la captación de [3H]glutamina al tejido. La railioactividad especifica del [3H]GABA 

sintetizado también fue estudiada y los resultados obtenidos se expresan de la misma forma. 

La posibilidad de que los receptores gabaérgicos tipo B acoplaran Jos procesos de 

síntesis y liberación en solo algunas regiones del cerebro y que el hipotálamo, en donde no 

se ha caracterizado suficientemente el control de Ja liberación del GABA por 

autorreceptores gabaérgicos tipo B, fuera unas de las regiones en donde no se diera este 

proceso es poco probable, pues resultados similares fueron encontrados en rebanadas de 

corteza cerebral (Fig. 8) en donde la inhibición de la liberación del GABA por la activación 

de autorreceptores gabaérgicos del tipo B es ampliamente conocida (Wojcik, y Neff, 1983; 

Floran et al., 1988; Bowery, 1989; Bonanno y Raiteri, 1992). Es también poco probable que 

el acoplamiento entre síntesis y liberación en nuestra rebanadas se hubiera alterado a 

consecuencia del tiempo esperado para la estabilización metabólica de nuestra preparación, 

pues no se observo ningún efecto sobre la smtesis de GABA cuando la incubación con 
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[3H]glutamina se realizó tras la obtención inmediata de la preparación (resultados no 

mostrados). 

Como ya se ha mencionado, en el presente trabajo se exploró Ja posibilidad de que 

Jos autorreceptores al GABA, y en particular Jos autorreceptores GABAB fueran capaces de 

regular la síntesis de GABA en el cerebro de la rata. Tal posibilidad se sugiere, como ya se 

ha mencionado, por el hecho de que existe un fuerte acoplamiento entre Ja liberación del 

neurotransmisor y su síntesis en el sistema aminérgico (Carlsson, 1975; Meller et al. 1990; 

Westeruik et al. 1990; Goldstein 1995; Elsworth and Roth, 1996; Gainetdinov et al. 1996). 

Particularmente en el dopaminérgico, la activación de uno o de un conjunto de diferentes 

subtipos de autorreceptores metabotrópicos presinápticos permite disminuir tanto Ja 

liberación como la síntesis del neurotransmisor (Goldstein, 1995; Elsworth and Roth, 1996; 

Gainetdinov et al., 1996; Mercuri et al. ,1997; Whetzel et al. , 1997; Schaffer and Levant, 

1998). 

Los receptores GABAB que funcionan como autorreceptores, están acoplados a 

proteínas G y son capaces de regular la liberación estimulada de GABA (Fig. 8 de este 

trabajo y Wojcik, y Neff, 1983; Floran et al., 1988; Waldmeier et aL, 1992; Lanza et al. , 

1993). Sin embargo, cuando en nuestros experimentos los receptores GAB.Aa fueron 

activados por el agonista (-)baclofen, fueron incapaces de influenciar la síntesis del 

[3H]GABA a partir de [3H]glutamina tanto en prismas corticales (Fig. 13) como en prismas 

(Fig 12) y rebanadas (datos no mostrados) de hipotálamo, aun cuando se usó una 

concentración tan alta de (-)baclofen como 100 µM. Más aún el 3-APMP, un agonista más 

potente para el receptor GABAB que el (-)baclofen (Bon y Garlan;, 1996), fue también 

incapaz de modificar la síntesis de [3H]GABA en prismas de hipotálamo (datos no 

mostrados) y en prismas de corteza cerebral (Fig. 14) incubados con hasta 100 µM de dicho 

agonista. 

La posibilidad de que los agonistas gabaérgicos tipo B solo modularan la síntesis de 

GABA bajo condiciones en las cuales se liberara este neurotransmisor se descartó, ya que 

resultados similares fueron observados en prismas de corteza incubados con una 
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concentración baja ( 5 mM) o con una concentración alta ( 15 mM) de KC1 capaz de 

estimular la liberación del GABA (Fig. 15). 

Una explicación alternativa para la falta de efectos del (-)baclofen sobre la síntesis 

de GABA pudiera ser que en nuestras condiciones experimetales Jos autorreceptores 

GABAs estuvieran completamente activados por e] GABA liberado en forma basal de 

nuestra preparación (Waldmeier et al ., 1993). Sin embargo, el hecho de que Ja síntesis de 

GABA no se afectó por el (-)baclofen en sinaptosomas (Fig. 15) en los cuales el GABA 

liberado bajo condiciones basales se diluiría ampliamente en el medio de incubación y de 

que el CGP 52432, un antagonista selectivo para el receptor GABAa (Lanui et al. , 1993; 

ver sin embargo Waldmeier et al ., 1994) resultara también inefectivo (Fig. 16) hacen poco 

probable esta posibilidad. 

Aunque una aparente falta de acoplamiento entre la activación del receptor GABAa 

y la tasa de síntesis del GABA había sido ya sugerida por Potashner (1979), sus resultados 

fueron poco contundentes pues solo se probó una concentración de (-)baclofen ( 4 µM) y el 

(-)baclofen a dicha concentración no modificó significativamente la hberación de GABA 

estimulada por K+. Los resultados del estudio sistemático reportado en este trabajo sugieren 

casi definitivamente una falta de un acoplamiento entre la liberación y la síntesis de GABA 

mediado por la activación de autorreceptores gabaérgicos tipo B. 

Es posible, sin embargo que aunque no descritos aún, existan otros tipos de 

receptores metabotrópicos diferentes a los del tipo B, y por lo tanto no sensibles al 

(-)baclofen, que estén involucrados en el acoplamiento entre la síntesis y la liberación del 

GABA. 

Nuestros resultados indican, que en el caso de las neuronas gabaérgicas y 

posiblemente en el caso de las glutamatérgicas, a diferencia de lo que sucede en las 

neuronas aminérgicas, no existe un acoplamiento entre la liberación y la síntesis del 

neurotransmisor regulado por un mismo tipo de autorreceptor. F.s posible que tal 

mecanismo sea importante para evitar la depleción del neurotransmisor en el caso de 
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aquellos sistemas en los que la concentración del neurotransmisor es baja, como ocurre con 

los sistemas aminérgicos, pero no en el caso de los sistemas aminoacidérgicos, que poseen 

una concentración intracelular muy elevada de neurotransmisor y que dificilmente se 

abaten bajo condiciones de actividad nerviosa moderada o aún intensa. En Jos sistemas 

aminoacidérgicos, podemos hipotetizar con base en nuestros resultados y en datos ya 

citados de Ja literatura ( Porter y Martín, 1984, Rimvall y Martin, 1992, Rimvall y Martin, 

1994, Rimval et al 1993), que el acoplamiento entre Ja síntesis y Ja liberación de] 

neurotransmisor se daría entonces, a través de mecanismos de retroalimentación, 

fosforilantes o no, pero que se controlan intraterminalmente en base a la concentración del 

neurotransmisor mismo. 
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Summary. GABA is synthesized within GABA terminals through a highly 
compartmentalized process in which glial-derived glutamine is a major 
precursor and its release is modulated by GABA8 autoreceptors. The aim 
of this work was to ascertain whether or not GABA synthesis and release 
are coupled in the rat brain through a GABA8 autoreceptor-mediated 
modulation. lt was found that (- )baclofen (30µM) reduces the K+ stimulated 
release of [3H]GABA in synaptosomes and prisms (lOµM) from cerebral 
cortex, while at the same concentrations (- )baclofen failed to modify the 
synthesis of [3H]GABA from [3H]glutamine in cortical and hypothalamic 
slices, prisms and in cortical synaptosomes. In this latter preparation, identical 
results were observed when (-)baclofen was added to Krebs-Tris media, 
containing 5or15 mM K + concentration. In agreement with these latter results, 
glutamic acid decarboxylase (GAD) activity from cortical and hypothalamic 
prisms was not affected by 1-lOOµM (- )baclofen. Similar results on GABA 
synthesis were also observed when 1-lOOµM 3-aminopropil(methyl)
phosphinic acid or GABA was used instead of ( - )baclofen to stimulate 
GABA8 autoreceptors. [3H]GABA release, [3H]GABA synthesis from 
[ 3H]glutamine and GAD activity were also insensitive to the action of the 
GABA8 antagonist CGP 52432 (10-lOOµM). Likewise, muscimol (0.3-
lOOµM) did not affect GABA synthesis. Our results indicate that unlike 
GABA release, GABA synthesis is not modulated by GABA8 autoreceptors. 

Keywords: Amino acids - GABA-synthesis - GABA-release - GABA -
( - )Baclofen - GABA8 autoreceptors - CGP 52432 - Rat brain 

Introduction 

Neurotransmitter release, a process of paramount importance in synaptic 
function, is a tightly modulated mechanism. Considerable evidence has 
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accumulated during the last years indicating that presynapic autoreceptors 
(Carlsson, 1975) play a major modulatory infiuence on the release of a 
number of neurotransmitters, for example dopamine (DA; Romo et al., 1986; 
Elsworth and Roth, 1996), serotonin (Engel et al., 1986; Limberger et al., 
1989; Rollema et al., 1996), noradrenaline (Kirpehar and Puig, 1971) 
acetylcholine (Nordstrom and Bartfai, 1980; Baghdoyan et al., 1998), 
glutamate (Lovinger, 1991; Herrero et al. , 1992; Cochilla and Alford, 1998) 
and GABA (Raiteri et al., 1989; Waldmeier and Baumman, 1990; Langer, 
1997). Moreover within the aminergic neuronal systems, the same type of 
autoreceptor modulates neurotransmitter release and neurotransmitter 
synthesis (Carlsson, 1975; Meller et al., 1990; Westernik et al., 1990; Elsworth 
and Roth, 1996; Gainetdinov et al., 1996); this indicates the existence of a 
coupling between neurotransmitter release and synthesis. In support of this 
comodulation, it has been shown that the activation of DA D2 type 
autoreceptors decreases tyrosine hydroxylase (TH) activity and DA release. 
TH inhibition seems to occur as a result of a modification of its 
phosphorylation state (Wolf and Roth, 1990; Goldstein, 1995) and it has been 
shown to be responsible for a similar reduction (50%) in the quantal size of 
the DA released (Pothos et al., 1998). 

In regard to the GABA system, several findings suggest that a similar 
comodulation may exist. Thus, metabotropic GABAB autoreceptors regulate 
GABA release (Langer, 1977; Raiteri et al., 1989; Waldmeier and Baumman, 
1990; see also Bowery, 1993 for a review on GABA8 receptors) and glutamic 
acid decarboxylase (GAD), the enzyme responsible for the rate-limiting step 
in the synthesis of GABA, is also modulated through a putative 
phosphorylation-dephosphorylation cycle (Bao et al., 1995). Furthermore, it 
has been reported that the activation of GABA8 receptors by the GABA 
agonist (- )baclofen (Bowery, 1993) inhibits the calcium and depolarization 
dependent-TH activity in the striatum of the rat (Arias-Montaño et al. , 1991). 
The aim of this work is to study whether GABA release and GABA synthesis 
are comodulated by metabotropic GABA8 autoreceptors. The participation 
of GABAA autoreceptors on this hypothetical comodulation is also explored. 

Material and methods 

Animals and brain preparations 

Male Wistar rats (180-200g body weight) were used. The animals were kept on a normal 
12:12h light-dark cycle and had food and water ad libitum. Animals were killed by 
decapitation and their brains were quickly excised from the skull and submerged into a 
cold saline solution. The hypothalamus and the frontoparietal cerebral cortex were 
manually dissected out from coronal slices with the aid of two parallel razar blades 
positioned in the hypothalamus between the preoptic and the mammilary bodies, and in 
the cerebral cortex between the rostral border of the optic chiasma and an imaginary line 
drawn 3mm ahead. Hypothalamic slices (400µm) were obtained with a Me Ilwain tissue 
chopper by slicing the hypothalamus perpendicularly to its ventral side. Cortical and 
hypothalamic prisms were obtained by slicing (300µm) each region in two perpendicular 
directions. Cortical synaptosomes were prepared by the method of Loscher et al. (1985) 
and suspended in a standard Krebs-Tris medium of the following composition: 124mM 
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NaCl, 5mM KCI, l.25mM KH2P04, l.2mM MgS04-7H20, 35mM Trizma base, lümM 
glucose and 0.75mM CaCl2, pH 7.2 gassed with 100% 0 2. 

[3H]GABA release 

[3H]GABA release was measured in the presence and in the absence of ( - )baclofen 
essentially as described by Pérez de la Mora et al. (1993). Cortical prisms were 
equilibrated for 30min at 37ºC in a Krebs-Tris medium. After this time [3H]GABA 
( 45 Ci/mmol specific activity) was added to a final concentration of 0.4µM and the 
incubation was continued for 15 min to allow sufficient neuronal uptake of [3H]GABA. 
Hundred µM ,8-alanine was present during this period to prevent the [3H]GABA uptake 
by the glia (Schon and Kelly, 1974; Raiteri et al., 1989). At the end of this loading period, 
the prisms were transfered to superfusion chambers with a vol u me of 0.25 mi and 
superfused at a ftow rate of 1.5 ml/min with standard Krebs-Tris medium supplemented 
with lOµM aminooxyacetic acid. After 40min new Krebs-Tris medium that contained 
( - )baclofen or CGP 52432 was superfused into the experimental chambers. Ten min 
afterwards the prisms in control and in experimental chambers were stimulated with 
15mM or 30mM K+ (CGP 52432 experiments) for lümin and the superfusion was 
continued as before for 5min. To prevent [3H]GABA breakdown lOµM aminooxyacetic 
acid was present from the [3H]GABA loading till the end of the superfusion. When the 
KCI concentration was increased in the media, the isotonicity was maintained by reducing 
the NaCI concentration. ( - )Baclofen or CGP 52432 was present in the superfusion media 
of the experimental chambers from its introduction 10 min before the stimulation until the 
end of the experiment. Nipecotic acid was present during the superfusion to prevent 
[3H]GABA uptake into GABA terminals (Krogsgaard-Larsen and Johnston, 1975). 
Equilibration, loading and superfusion were always carried out at 37ºC. Fractions were 
collected every minute after 15-25 min of superfusion; at the end of the experiment the 
prisms were digested in 0.5 mi 1 % sodium dodecyl sulfate. The radioactivity in both 
prisms and fractions was counted by scintillation spectrometry in vials containing 5 mi 
Tri toso l. 

To rheasure release from synaptosomes 300µg synaptosomal protein was incubated in 
a Krebs-Tris medium similar to that used for the incubation of brain prisms. At the end 
of the incubation period, aliquots of the synaptosomal suspension were distributed on 
Millipore filters (0.65µm) and superfused as described originally by Raiteri et al. (1974) 
with sorne modifications. In particular, the filters containing the trapped synaptosomes 
were cut in to pieces so that they could be introduced in to 0.25 ml superfusion chambers. 
Superfusion was carried out as for the experiments of [3H]GABA release from prisms. 

We have already shown (Pérez de la Mora et al., 1993) that under the above 
conditions, 90% of the radioactivity released by the K+ stimulation comigrated with 
authentic GABA and that 80% of the radioactivity stored within the prisms was 
[ 3H]GABA. Thus, we will refer to the radioactivity released during the superfusion and 
the radioactivity present in the preparation used, at the onset of K+ stimulation as 
[ 3H]GABA. [3H]GABA released under the above conditions has been shown to be a least 
70% Ca2+ dependent (Pérez de la Mora et al., 1993). The efflux of [3H]GABA was 
expressed in percent of the total [3H]GABA existing in the brain preparation at the onset 
of the K + -stimulation. 

GABA synthesis 

Overall [3H]GABA synthesis was determined from the incorporation of radioactivity 
from [3H]glutamine into [3H]GABA. GAD activity within brain prisms was also 
evaluated under control and experimental conditions. The methodology used for both 
procedures has been published in detail elsewhere (Pérez de la Mora et al. , 1999). To 
measure the overall [3H]GABA synthesis from [3H]glutamine, prisms (0.3-0.7 mg pro
tein) were equilibrated at 37ºC for 40min in 450µ1 standard Krebs-Tris medium in 
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chambers filled with latex stoppers which allow the introduction of syringe needles to 
inject substances or to change the atmosphere of the chamber. Five µCi [3H]glutamine 
(30Ci/mmol) diluted in 50µ1 standard Krebs-Tris medium were then injected to reach a 
0.33µM final concentration and the incorporation of radioactivity from [3H]glutamine 
into [3H]GABA was allowed to proceed for lümin. [3H]GABA synthesis was stopped by 
transferring the incubation chambers into an ice-salt-cooled water bath set at OºC and by 
aspirating the radioactive medium. The prisms were washed with 3 mi portions of ice cold 
non-radioactive medium, followed by sonication in 1.5 mi of 80% ice-cold ethanol. After 
centrifugation (3,000rev/min; lümin) , the supernatants were extracted with 5.0ml 
chloroform and the radioactive amino acids were recovered from the water phase formed 
after a second centrifugation (3,000rev/min; lümin). A 100µ1 aliquot from the water 
phase was freeze-dried and used for analysis. Blanks were made by cooling the incubation 
mixture just before the addition of [3H]glutamine. Control experiments showed that the 
incorporation of radioactivity from [3H]glutamine in [3H]GABA was linear for at least 
20min. [3H]GABA, was analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) 
using a Beckman (System Gold) chromatograph. The procedure involved reversed phase 
chromatography carried out under gradient conditions in a Ultrasphere column (ODS
DAB C18; 4.6 X 250mm; Beckman Instruments) after precolumn derivatization. Dabsyl 
chloride( 4-dimethylaminoazobenzene-4' -sulfonyl chloride) derivatization was performed 
using a Beckman Instruments kit. The mobile phase used to separate [3H]GABA was 
formed by mixing phase A (0.01 M sodium citrate pH 6.5 in 4% dimethyl formamide 
(DMF)) and phase B (70% acetonitrile in 4% DMF) in a gradient in which the concen
trations of phase A changed from 71 % at O time to 41 % in 12min and then to 31 % in 
3min. The column was washed with phase B only (4min) and re-equilibrated to 71 % 
phase A. The flow rate was, 1.4ml/min . Under the above conditions [3H]GABA appear in 
the chromatogram separated from ali other amino acids as a sharp peak. The detection 
limit was 5 pmol GABA in the detector. The radioactivity in GABA was measured by 
scintillation spectrometry after addition of Tri toso! in calibrated efftuents of the column 
after their HPLC separation. The effects of the different treatments were evaluated from 
changes observed in the respective specific activities (dpm/pmol GABA). Control experi
ments showed that under the labeling conditions described lOmM 3-mercaptopropionic 
acid, a well known GAD inhibitor (Lamar, 1970) decreased the incorporation of radioac
tivity from [3H]glutamine into [3H]GABA by 70% in cortical slices. 

Glutamic acid decarboxylase (GAD) activity was measured radioisotopically in slices 
essentially as described by Pérez de la Mora et al. (1992), but using larger tubes to contain 
both the prisms anda small tube filled with 100µ1 benzethonium chloride to trap the 14C02 

evolved from L-[l 14C] glutamic acid during the reaction. The prisms (9-15mg protein) 
were suspended and equilibrated at 37ºC for 30min in a standard Krebs-Tris medium. 
Drugs dissolved in the same medium were added to the desired concentrations. Five 
minutes later the reaction was initiated by the addition of DL[ 14C]glutamic acid (5.46Ci/ 
mol; L form) to give a 3.6µM concentration in 500µ! final volume; the reaction was 
stopped 20min later. No pyridoxal phosphate was added to the incubation medium, since 
control experiments showed that under the conditions of the assay pyridoxal phosphate 
does not stimulate GAD activity. Time-course experiments showed that GAD activity is 
linear for at least 45 min; and other experiments showed that GAD activity is indeed 
measured within the slices. 

Protein measurement 

Protein was measured by the method of Lowry et al. (1951). 

Statistics 

Parametric procedures were used. For the release experiments, the effects of (- )baclofen 
on the K + -stimulated release of [3H]GABA were evaluated by comparing both the height, 
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and the a rea under the curve for the K + -stimulated peak of experimental vs control 
superfusions. Student's "t" test was used to evaluate statistical significance. GABA syn
thesis experiments were evaluated by one-way, ANOV A analysis followed, when needed, 
by Dunnet's post-hoc test. 

Material 

Since in commercial [3H]glutamine a [3H]pyroglutamic-like compound is formed , a fresh 
lot of [3,4-3H]glutamine (NEN, Dupont; Boston Ma, USA) was used for the [3H]GABA 
synthesis experiments. [l- 14C] DL-glutamic acid was also from NEN. CGP 52432 
([3-[[ (3,4-dichlorophenyl)methyl]amino ]propyl]( diethoymethyl)phosphinic acid) was a 
generous gift from Novartis Pharma AG, Base!, Switzerland. R-( + )baclofen hydro
chloride (equivalent to (- )baclofen , free base), and 3-amino-propyl(methyl)phosphinic 
acid (3-APMPA) were purchased from Research Biochemicals lnternational (RBI; 
Natick Ma, USA). Muscimol was obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis Misouri , 
USA) Tritosol was prepared according to Fricke (1975). Ali other chemicals were 
obtained from local sources and were of the purest grade available. 

Results 

Effects of GABA 8 receptor agonists on [3H]GABA release 

In agreement with previous work (Langer, 1977; Waldmeier and Baumman, 
1970; Raiteri et al. , 1989), the GABA8 receptor agonist ( - )baclofen (lüµM) 
did not affect the basal [3H]GABA release in cortical prisms, instead 
it diminished, in a statistical significant way, its K+-stimulated release (Fig. 
lA). A similar result was also observed when synaptosomes from the 
frontoparietal cerebral cortex were superfused with 30µM (- )baclofen 
(Fig. lB). 

Effects of GABA receptor ligands on tissue GABA levels 

( - )Baclofen, 3-APMPA, CGP52432 and muscimol at the concentrations used 
in this work did not affect GABA levels within prisms and slices from 
frontoparietal cerebral cortex and hypothalamus (data not shown) . GABA 
had no effect when it was used at low concentrations (lüµM) (data not 
shown), but it increased significantly the GABA content of cortical (14.4 
(control) vs 23.6 (GABA), nmol/mg of prot.) and hypothalamic prisms (195.6 
± 7.9 (control) vs 265.6 ± 18.6 (GABA) nmol/mg of prot.; p < 0.01 , n + 4) 
when these preparations were incubated in the presence of lOOµM GABA 

Effects of GABA 8 receptor agonists on the synthesis of [3 H]GABA 
from [3H]glutamine 

The incorporation of radioactivity from [3H]glutamine into [3H]GABA in 
cortical prims was not affected by severa! concentration (1-lOOµM) of 
(-)baclofen (Fig. 2A). Furthermore, 3-APMPA, a more potent GABA8 

receptor agonist (Bon, 1996) also failed to affect the incorporation of radioac
tivity from [3H]glutamine into [3H]GABA (Fig. 2B). 
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Fig. l. Effects of ( - )baclofen and CGP52432 on [3H]GABA release from rat cortical 
prisms and synaptosomes. Prisms and synaptosomes were loaded with [3H]GABA and 
then superfused with a Krebs-Tris medium. GABA release was evoked by exchanging the 
media for Krebs-Tris media containing the concentration of KCI indicated. Media 
containing ( - )baclofen or CGP 52432 were used to superfuse the experimental chambers 
for the period of time indicated. [3H]GABA release is expressed in percent of the 
radioactivity present in the preparation at the moment of its stimulation. Values are 
meaos ± SEM from 3-4 separate experiments carried out in triplicates. The area under 
the curve for the peak of the K + -stimulated release of [3H]GABA was obtained for each 
superfusion and the difference between control and experimental values was evaluated by 
meaos of the Student's "t" test. Standard error bars were omited in those points where 
their size was smaller than the corresponding symbols. A and C: [3H]GABA release from 
cortical prims. B: [3H]GABA release from cortical synaptosomes. For a complete 

description of the experimental procedure see Material and methods 
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Fig. 2. Effects of ( - )baclofen and 3-APMPA on the synthesis of [3H]GABA from [3H] 
glutamine in prisms from the rat frontoparietal cerebral cortex. Prisms were incubated in 
Krebs-Tris medium at 37º with [3H]glutamine (0.33µM; 30Ci/mmol) for lümin following 
an equilibration period of 40min. The radioactivity incorporated into [3H]GABA was 
determined as described under Material and methods. Values are given as means :±:: SEM 
of 3 separate experiments carried out in triplicates. For other details see text. One way 

ANOV A analysis showed no statistical significance 

To eliminate the possibility that regional differences might be responsible 
for the lack of effects of GABA8 receptor agonists on the synthesis of 
[ 3H]GABA from [3H]glutamine, the effect of (- )baclofen on the incorpo
ration of radioactivity from [3H]glutamine in to [3H]GABA was determined in 
prisms and hypothalamic slices. As shown in Fig. 3, lOµM (-)baclofen did not 
modify the synthesis of [3H]GABA from [3H]glutamine in slices from rat 
hypothalamus. Similar results were obtained in hypothalamic prisms (data not 
shown). 

As shown in Fig. lA and B only the K+-stimulated release of [3H]GABA 
was modulated by (- )baclofen. Thus the effects of this GABA8 receptor 
agonist were studied on the synthesis of [3H]GABA from [3H]glutamine 
under depolarizing conditions. The incorporation of radioactivity from 
[3H]glutamine into [3H]GABA was not modulated by ( - )baclofen under any 
K+ concentration (Fig. 4). 
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Fig. 3. Effects of (- )baclofen, muscimol and GABA on the synthesis of [3H]GABA 
from [3H]glutamine in slices from the rat hypothalamus. [3H]GABA synthesis from 
[3H]glutamine was measured in hypothalamic slices as for cortical prisms. See Fig. 2 and 
Material and methods for details. Values are given as means + SEM of 4 experiments 
carried out in triplica tes. One way ANOV A analysis showed no statistical significance 
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Fig. 4. Effects of ( - )baclofen on the synthesis of [3H]GABA from [3H]glutamine in 
synaptosomes from the rat frontoparietal cerebral cortex. Synaptosomes were obtained 
by the method of Loscher et al. (1985) and resuspended in Krebs-Tris medium. Aliquots 
(0.3-0.7mg protein) were equilibrated in the same medium and after 40min the Krebs
Tris media were exchanged for fresh Krebs-Tris media containing either 5.0mM KCl + 
[3H]glutamine (30 Ci/mmol; 0.33 µM) or 15 mM KCl + [3H]glutamine (30 Ci/mmol; 
0.33µM). The radioactivity incorporated into [3H]GABA was determined as described 
under Material and methods. To normalize the data the results are shown as % of control 
values and are given as means + SEM of 3 experiments carried out in duplicates. 
One-way ANOV A analysis showed no statistical significance. Absolute specific activ
ity values for the control 5 mM KCI and 15 mM KCl groups were 4.24 ± 2.03 and 

2.89 ± 1.50dpm/pmol respectively 
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Effects of muscimol and GABA on the synthesis of [3H}GABA 
from [3H]glutamine 

In order to explore a possible modulation of GABA synthesis by presynaptic 
GABAA autoreceptors (Mitchell and Martin, 1978; Floran et al., 1988; 
Hashimoto and Kuriyama, 1997), the effects of the GABAA agonist muscimol 
(Simmonds, 1983) on the incorporation of radioactivity from [3H]glutamine 
into [3H]GABA were also studied. In addition, the effects of GABA on its 
own synthesis from [3H]glutamine were evaluated. Fig. 3 shows that neither 
muscimol (lOµM) nor GABA (lOµM) affected the synthesis of [3H]GABA 
from [3H]glutamine in slices of rat hypothalamus. However, there was a trend 
for a decrease in [3H]GABA synthesis both in hypothalamic and in cortical 
prisms when higher (lOOµM) GABA concentrations were used. In the 
hypothalamus the control and GABA group values were 0.5 :±: 0.17 and 0.35 
:±: 0.08 dpm/pmol respectively; n = 4. In the cerebral cortex the respective 
values were 1.43 and 0.92dpm/pmol (one experiment in quintuplets). 

Effects of GABA 8 and GABAA receptor agonists on GAD activity 

To further study a possible modulation of GABA synthesis by presynaptic 
GABA autoreceptors GAD activity was measured within cortical and hypo
thalamic prisms in the presence of GABA8 and GABAA receptor agonists. 
Neither, ( - )baclofen, muscimol, or GABA showed any modulatory effect on 
cortical GAD activity (Fig. 5). Identical results were also obtained in prisms 
from hypothalamus (data not shown). 
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Fig. 5. Effects of (-)baclofen, GABA and muscimol on GAD activity in prisms from the 
rat frontoparietal cerebral cortex. GAD activity was measured radioisotopically by 
measuring the evolution of 14C02 from [l 14C]glutamic acid in the presence of different 
concentrations of either ( - )baclofen, GABA or muscimol. Data are the mean ::!:: SEM 
of 5 different experiments carried out in triplicates. See Material and methods for 

methodological details. One-way ANOV A analysis showed no statistical significance 
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Effects of CGP 52432 on [3H]GABA release, GAD activity and [3H}GABA 
synthesis from [3 H] glutamine 

The rule out the possibility that the lack of effect of ( - )baclofen on GABA 
synthesis resulted from a saturation of GABA8 autoreceptors by GABA 
release under basal conditions (Waldmeier et al., 1993) which may have 
prevented any further autoreceptor activation by ( - )baclofen, we studied the 
effects of CGP 52432, a selective GABA8 receptor antagonist (Lanza et al., 
1993), on (3H]GABA release, [3H]GABA synthesis from [3H]glutamine and 
GAD activity in cortical prisms. Furthermore, in all the experiments 
described in this section a 30mM K+ concentration was used in an attempt to 
induce a compensatory increase in GABA synthesis as a consequence of a 
deeper depletion in the releasable pool of GABA. As indicated in Fig. lC, 
CGP 52432 did not affect [3H]GABA release. Likewise, [3H]GABA synthesis 
from (3H]glutamine (Fig. 6A) and GAD activity (Fig. 6B) were not modified. 
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Fig. 6. Effects of CGP 52432 on the synthesis of (3H)GABA from (3H)glutamine and on 
GAD activity in prisms from the rat frontoparietal cerebral cortex. (3H)GABA synthesis 
and GAD activity were measured as described in Material and methods. Values are given 
as means :::'::: SEM of 5 different experiments carried out in triplicates. No statistical 
significant differences (ANOVA analysis) were found on the effects of CGP 52432 on 

both [3H)GABA synthesis from [3H)glutamine and GAD activity 
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Discussion 

As documented above a tight coupling between neurotransmitter release 
and synthesis seems to occur within the aminergic neuronal systems 
(Carlsson, 1975; Meller et al., 1990; Westernik et al., 1990; Goldstein, 
1995; Elsworth and Roth, 1996; Gainetdinov et al., 1996). In these systems, 
and particularly within the dopaminergic one, the activation of a single or 
a set of different presynaptic metabotropic autoreceptor subtypes leads 
to a decrease in both neurotransmitter release and synthesis (Goldstein, 
1995; Elsworth and Roth, 1996; Gainetdinov et al., 1996; Mercuri et al., 1997; 
Whetzel et al., 1997; Schaffer and Levant, 1998). In this paper, we studied 
in prisms, slices and synaptosomes from two brains regions the effects 
of several concentrations of two GABA8 receptor agonists and one 
antagonist on both [3H]GABA release and GABA synthesis. The purpose 
was to ascertain if the same type of coupling exists within the gabaergic 
system. Since GABA synthesis is a highly compartmentalized process 
(Van den Berg et al., 1977; Schousboe et al., 1997) and glutamine seems 
to be a major GABA precursor (Paulsen et al., 1988) we measured, as 
indexes of GABA synthesis, the incorporation of radioactivity from 
[3H]glutamine into [3H]GABA as well as the GAD activity within brain 
preparations which still retain a great <leal of compartmentation (Balázs et al., 
1970). 

In agreement with work published by many laboratories (i.e. Floran et al., 
1988; Waldmeier et al., 1992; Lanza et al., 1993) (- )baclofen decreased the K+ 
stimulated [3H]GABA release from cortical prisms (Fig. lA) and synap
tosomes (Fig. lB). However it failed to infiuence [3H]GABA synthesis from 
[3H]glutamine in cortical (Fig. 2A) and hypothalamic prisms (data not shown) 
as well as in hypothalamic slices (Fig. 3). Furthermore 3-APMPA (1-lOOµM), 
a more potent GABA8 receptor agonist (Bon et al., 1996) also failed to 
modulate [3H]GABA synthesis from [3H]glutamine in cortical prisms. In line 
with these last results (-)baclofen (1-lOOµM) did not affect GAD activity in 
cortical (Fig. 5) and hypothalamic prisms (data not shown). The possibility 
that either regional differences might be involved in the lack of effects 
of (-)baclofen on GABA synthesis,, or that GABA8 agonists only modulate 
GABA synthesis under conditions of stimulated GABA release seems 
unlikely, since similar negative results were observed in cortex and hypo
thalamus and at low (5mM) or high (15mM) K+ concentrations (Fig. 4). An 
alternative explanation for the lack of effects of (- )baclofen on GABA 
synthesis in slices and prisms might be that in our conditions GABA8 

autoreceptors are already fully activated by basal GABA release (Waldmeier 
et al., 1993). However, the fact that GABA synthesis is not affected by 
(- )baclofen in synaptosomes (Fig. 4) in which the GABA released under 
basal conditions is highly diluted and washed by the superfusion and that 
CGP 52432, a selective GABA8 receptor antagonist (Lanza et al., 1993; 
see however Waldmeier et al., 1994), did not affect neither [3H]GABA release 
(Fig. lC), nor GABA synthesis (Fig. 6) renders this possibility also 
unlikely. 
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An apparent lack of coupling between GABA8 receptor activation and 
the rate of GABA synthesis has been already reported by Potashner (1997) , 
who found that 4µM baclofen did not modify the concentration and the 
labeling of [14C]GABA from [14C]glucose. However, the issue of the possible 
coupling between GABA release and synthesis is far from settled, since in 
those experiments only one baclofen concentration was tested; moreover 
baclofen failed to modify significantly the electrically stimulated GABA 
release, as it usually does (this paper and i.e. Floran et al., 1988; Raiteri et al., 
1989; Waldmeier and Baumman, 1990). The results of the systematic study 
reported in this paper thus suggest the lack of a coupling between the GABA 
release and its synthesis. 

Since it is has been reported that GABAA autoreceptors modulate GABA 
release (Mitchell et al., 1978; Floran et al., 1988; Hashimoto and Kuriyama, 
1997), we explored the possibility that GABA synthesis may be modulated by 
the GABAA receptor agonist muscimol. Our results show that GABAA 
autoreceptor mechanisms are not involved in the regulation of GABA 
synthesis, since muscimol failed to affect both [3H]GABA synthesis from 
[ 3H]glutamine in slices of hypothalamus (Fig. 3), and GAD activity within 
cortical (Fig. 5) and hypothalamic (data not shown) prisms. It is clear however 
that more studies are needed before a modulatory effect of GABAA 
autoreceptors on GABA synthesis can be discarded. GABA seems to be also 
unable to modify its own synthesis, since only a trend for a decrease in the 
labeling of [3H]GABA from [3H]glutamine was found at the highest (lOOµM) 
GABA concentration used. 

In conclusion, the results of these paper, based on the pharmacological 
actions of ( - )baclofen, 3-APMPA and CGP 52432, support a lack of coupling 
between GABA release and synthesis mediated through a pharmacologically 
identical GABA8 autoreceptor. However, considerable evidence suggests 
that different subtypes of DA D2 receptors couple the activation of DA D2 

autoreceptors to modifications in either their release or synthesis (Goldstein, 
1995; Elsworth and Roth, 1996; Gainetdinov et al., 1996; O'Hara et al., 
1996; Mercuri et al., 1997; Whetzel et al., 1997; Schaffer and Levant, 1998). 
Likewise, recent expression cloning experiments have shown the existence of 
at least two metabotropic GABA8 receptors (Kaupmann et al. , 1997) which 
may have severa! splice variants. Therefore, it is conceivable that GABA 
release and synthesis may be coupled to different subtype of metabotropic 
GABA8 autoreceptor. 
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