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AVANCES EN LA PURIFICACION DE LA DESCARBOXILASA GLUTA-
TAMICA DE CEREBRO DE RATON,

E1 &cido
1idad considerado
inhibidor an el si

X aminobutfrico (GABAL es en la actua
como el principal neurotransmisor - .

stema nervioso tanto de lgg inverte--
brados como de 1os vertebrados (8,44),

cibn en 1a requlacidn de practicamente
nes del sistema nervioso central (SNC)
ros, ya directamente o a través de su 1

otros sistemas de neurotransmisores, es
conocido,

¥ su participa--
todas 1lag funcio
de 10s mamffe---
nfluencia sobre
un hecho bien -

E1 GABA, que ha sido encontrado casi

exclusiva-
mente en el SNC, es sintetigado Por accit6n de 1, descar
boxilasa glutimica (GAD) y degradado a través de las ac

tividades Sucesivas de la GABA transaminasa (G

ABA-T) y
la deshidrogenasa del semialdehfdo succtnico (

SSA-DH).
BiosTntysis del GABA.

Como puede observarse en 1a figura 1
tizado por accign de la GAD a traveés
descarboxtlaci6n del dcido glutdmico (41).

experimentales indican que esta enzima puede
més de una forma molecular. As{

» 21 GABA -
de la <
Evidencias
existir en

es sinte

aunque presentan pro--

tnmunoquimicas fguales, difieren -
en peso molecular (54,57).

La primera forma posee un -
Peso molecular elevado y apa

rece en el volumen de excly
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FIGURA 1 _
METABOLISMO DEL GABA EN EL SNC DE LOS MAMIFEROS .




si8n de. columnas de filtracién, tales como Sephadex - -
G-200, Bio-Gel 1.5 m y Ultrogel AcA-34, en tanto que la

segunda forma es inclufda en dichas columnas Y posee un

peso molecular de 85,000. Por otro lado los estudios -

realizados en ratones durante su desarrollo (51-53), --
han mostrado que 1a GAD de los animales recién nacidos
difiere de 1a de los adultos en varfes aspectos, tales
como su poca estabilidad bajo ciertas condiciones expe-
rimentales que incluyen la prefncubacién a 37°C, la cen
trifugacidén, su solubilizacidn mediante homogeneizacidn
en un medio hipoténico o con tritén X-100, asf{ como su
poca activacidn por su cofactor, el fosfato de pirido--
xal (PALP). En base a estos resultados, se ha concluf-
do que 1a GAD de los cerebros de ratones recién nacidos
es distinta de la que se entra en los cerebros adultos

y que es sustitufda por esta Gltima durante la madura--

ci6n del cerebro. Finalmente es importante sefalar que

en base 3 la interaccién de la GAD con sustancias atra-
padoras de grupos carbonilos o con aniones tales como -
el L | se ha sugerido (13,20-23),  1a existencia
en los animales adultos de dos formas distintas de GAD

denominadas GAD I y GAD II, sin embargo este punto se -
encuentra en controversia (30).

E1 PALP que como se muestra en la Fig. 1 es el
cofactor de 1a GAD y es esencial para su regulacifn, se
sintetiza a partir del piridoxal y ATP en una reaccién
catalizada por la enzima cinasa del piridoxal (31). Des
de un punto de vista cinético (56), se ha encontrado --
que el pH 6ptimo para la actividad de la GAD, es cercano
a 7.0 y que muestra un alto grado de especificidad por
Su sustrato, pues de numerosos posibles sustratos proba
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dos, unicamente el L-aspartato fué desca}box1lado. aun-
que en una proporcidn muy poco significativa. La acti-
vidad de l1a GAD es muy sensible a 1a oxidacifn, habién-
dose reportado que incluso el oxfgeno atmosférico es ca
paz de inhibir su actividad. Por otro lado protectores
de grupos sulfhidrilos (-SH), tales como el ditiotref--
tol y el bromuro de etil-isoturonio (AET) son capaces -
de proteger considerablemente su actividad, sugiriendo

la existencia de grupos -SH en o cerca del sitio activo
de 1a GAD. En apoyo de lo anterior, es interesante sefia

lar que bloqueadores de grupos -SH, tales como el Scido

2,4 dinitrobenzoico o el @ cloromeroburibenzoato inhi-

ben competitivamente la actividad de l1a enzima. La ac-
tividad de la GAD es inhibida por una gran cantidad de

substancias qufmicas: los aniones inorg&nicos del tipo

del €1¢7 , algunos cationes divalentes como el In *' .
atrapadores de grupos carbonilos, tales como el Scido -
amino-oxi-acético (AOA), varios metabolitos, intermedia
rios de la glic6lisis o del ciclo de Krebs (56).

Dentro de los agentes que pudieran regular la -
actividad de 1a GAD in vivo, el PALP parece ser uno de
1os mejores candidatos, pues cuando Su concentracién --
disminuye por efecto de l1a admintstracién de drogas que
interfieren con su produccién o por deficiencias alimen
ticias de piridoxal, se han reportado (35,55), una dis-
minucién en la actividad de 1a GAD y la aparicién corre
lativa de convulsiones. En base a estudios cinéticos -

(6,7,49), se ha postulado la presencia de al menos dos
sitios de unidén para el PALP.

De acuerdo con estos es-
tudios el

PALP se unirfa a estos sitios con diferente -
afinidad, pues en tanto que el PALP no se disociarfa de

oo b




uno de ellos se estarfa recambiando continuamente del -
otro en un equilibrio que dependerfa de 1a concentra---
cidn del PALP Tibre. La actividad de 1a GAD, entonces,
serfa notablemente modulada in Yivo por 12 concentra---
cién de PALP libre que existiera en sy vecindad. En co
nexidén con lo anterior, es interesante que algunos meta
les pesados sean potentes inhibidores de la cinasa del

piridoxal, ya que abre 1a posibilidad a que algunos de

ellos tales como el Zn ** pudieran ser importantes en -

12 regulaci6n de los niveles de GABA en las neuronas ga
baérgicas.

Finalmente.es importante sefalar que aunque e}
GABA pudiera ser sintetizado por otras enzimas a partir
de sustratos tales como el hidroxibutirato (12), la pu-
trescina (26), o alguna poliamina (3,33), los estudios
en relacién a esto, han mostrado que estas posibilida--
des tedricas son mis bien escasas, aceptdndose en la ac
tualidad en forma casi undnime,a l1a o\ descarboxlila---

cién del dcido glutimico como la via primordial en la -
biosfntesis del GABA.

Degradacién del GABA.

Como se muestra en la Fig. 1, el GABA es metabo
lizado a bidxido de carbono y agua vfa ciclo de Krebs, -

después de su transformacibn en &ctido succfnico por la
accibn conjunta de la GABA-T y de la SSA-DH.

La GABA-T ha sido purificada hasta 1a homogenei
dad (56), posee un peso molecular de 109,000 y requiere
al fgual que la GAD al PALP como su coenzima, aunque a
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diferencia de 1o que ocurre con la GAD, el PALP parece
unirse estrechamente a un solo sitio en la GABA-T. La
GABA-T muestra un requerimiento absoluto por el .4 ceto
glutarato y una notable especificidad por el GABA (56).
El semialdehfdo succinico producido por 1a GABA-T, es --
oxidado a 4cido succinico por la accidn de la SSA-DH. -
En virtud de que la constante de equilibrio de la reac-
cién catalizada por 1a GABA-T es cercana a uno, la de:-
hidrogenacidén del semialdehfdo succfnico es el paso 11
mitante en el catabolismo del GABA. Dado que para que
la deshidrogenacidn del semialdehfdo succfnico ocurra, -
se requiere de NAD, la oxigenacién del tejido es un fac
tor de primera importancia en la degradacién del GABA,
siendo bien conocido el hecho de que la anaerobiogsis ~--
que ocurre a la muerte de un animal,es la responsable -
de 1a elevacifn de los niveles de GABA que se observa -

en el cerebro en condiciones post mortem (34).

Localizacidén anatdédmica del sistema del GABA.

Aunque existen pequeflas cantidades del GABA y -
de 1a GAD,en algunos tejidos periféricos tales como el

rifibn y el hfgado (23,59), la mayor parte del GABA y de

1a GAD se encuentran localizados en el SNC. Los numerg
s0s estudios bioqufmicos del sistema del GABA realiza--

dos endiversas especies de mamiferos (8,47), muestran -

un estrecho paralelismo entre 1a distribucién del GABA

y de 1a GAD en varias regiones del SNC, no habiéndose -

encontrado tal situacifn entre la distribucién del GABA
y la de sus enzimas degradativas (2.9.14.28.32.46.47).-
En tales estudios tanto el GABA como la GAD se han en--
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contrado mds concentrados en regiones tales, como la -

substancia nigra y el globus pallidus, existiendo una

concentraci6n intermedia en el nicleo caudado, el hipg
tilamo y en regiones del telencéfalo atravesadas por -
el fasciculo medio del cerebro anterfor. {18). Numerg
sas evidencias experimentales de diverso tipo muestran
que l1a GAD se encuentra localfzada en las neuronas y -
preferentemente dentro de sus terminales nerviosas - -
(16,17,27), en donde sintetizarfa al GABA que serfa 1i

berado al espacio sindptico. M4s adn los estudios de

distribucién celular realizados sefalan que la GAD se
encuentra soluble en el sinaptoplasma de los sinaptoso
mas, aunque pequefias cantidades de ella podrfan estar

contenidas dentro de las mitocondrias (15,45,60) .

[
hecho de que el Ca 2%

favorezca 1a unién de 1a GAD a -
la membrana sindptica sugiere 1a posibilidad de que la
sfntesis de GABA y su liberacign al espacio sindptico

sea un fenébmeno desencadenado para la entrada del Cal"”
a las ter

minales nerviosas durante sy depolarizacién -
{s0).

Papel fisiolégico del GABA.

Aunque 1a produccién del GABA por accién de la
GAD puede tener una participacidn importante en el me-
tabolismo intermedio, como vfa colateral
cibén del &cido glutémico,
obtencién de energfa,
zados,

para la oxida
Y por consi{guifente para la -
los estudios cuantitativos reali

indican que el flujo del glutamato a través de
esta vfa colateral,

1legarfa apenas a ser del 8% a los
sumo (24,34).

Por el contrario, estudios de diyersa -
fndole apoyan fuertemente la participacién del GABA en
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la fisiologia del SNC como un neurotransmisor de cardc-

ter inhibidor. En apoyo de lo anterior, cabe mencionar

que se ha encontrado que la aplicacién jontoforética --
del GABA a neuronas de diversa tipo es seguida de la --
aparicifn de potenciales inhibitorios postsindpticos en
todo similar a 1os obtenidos después de la estimulacidn
de diversos circuitos nervicgsos inhibitorios (48). Mis
ain la aplicacidén previa de drogas tales como la picro-
wxina o0 la bicuculina, que son capaces de impedir la -
aparicion de los potenciales inhibitorios postsindptt--
cos, se consideran como antagonistas del GABA (48).

sistemas neuronales tales como el del acocil o
langosta,

En
de la --
e} GABA se encuentra localizado exclusivamen-
te en neuronas inhibitorias de donde es liberado por es
timulacidén eléctrica; una situacidén simiflar se ha encon

trado en el SNC de los mamiferos, en donde dicho neuro-

transmisor y su enzima sintetizante, 3e han localizado
en terminales nerviosas pertenecientes

a neuronas {nhi-
bitorias tales como las de las células

de Purkinje o en
terminales de diverso tipo celular que en el cerebelo -

se han {dentificado como inhibitorias,
células on canasta,
Golgi (58,3B).

tales como las -
las ceélulas estelares o las cé&lulas

De la misma manera que en los invertebra
dos, el GABA es liberado al liquido cefalorraqufdeo, --

tras la estimulacién de varias dreas del cerebelo (48).

Hay evidencias que indican que el dcido glutdmi

co que originard al GABA, se encuentra compartamentali-

zado (4,10), dicha compartamentalizacién implica la ---

existencia de dos principales compartimientos de gluta-

mato relativamente independientes: uno grande localiza
do en las terminales nerviosas y otro pequedo, localiza

do en la glia. De acuerdo con este modelo, el GABA sin
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tetizado en el compartimento grande de glutamato (termi-
nales nerviosas), se l1iberarfa como neurotransmisor., ..
Del espacio sinfptico el GABA liberado serfa tomado por
las cé&lulas gliales que 1o degradarfan a bisxido de car-
bono y agua (Fig. 1), Durante esta degradacién la tran-
saminacién del GABA con el o cetoglutarato darfa lugar

a8 una cantidad equivalente de glutamato,

que serfa trans
formado en glutamina.

La glutamina asf producida deja--
ria el compartimento glial y pasarfa al sinaptosomal en

donde serfa transformada en e glutamato que utilizarfa

la GAD para producir nuevamente GABA.

Las evidencias experimentales sefalan que el --
GABA praducido en las terminales nerviosas, m&s que ser
almacenado en vesiculas como sucede con otros neurotrang
misores, es liberado en una forma dependicente de Ca 27

(50), para ir a ejercer sus acciones inhibitorias tanto
en forma ténica como fasfca,

tema neuronal involucrado.

dependiendo del tipo de sis

En apoyo a este idea destaca
el hecho de que cualquier fnterferencia significativa --

con la actividad de la GAD Y por consfguiente con la pro
duccifn del GABA, di lugar a la aparicién de profundas -
alteraciones funcionales entre las

que destacan la aparji
cidn de convulsiones (35).

E1 GABA liberado por la depg

larizacién de las terminales gabaérgicas, interactuarfa

con sus receptores especfficos localizados en 1a mebrana
postsindptica, provocando cambios conformacionales en --
ella, responsables de un in

cremento en la conductancia -
al ¢1

qQue a su vez, condtcionarfa 1a hiperpolariza--
cidén responsable de los efectos inhibitorios del GABA --

(48). La accién del GABA serfa probablemente f{nalizada

Por su unién dependiente de Na* a membranas celulares,
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seguida de su transporte a sitios intracelulares,

ta--
les como 1a neurona postsiniptica,

Ta propia terminal
presindptica, o como ya ha sido indicado a las células
gliales vecinas.

Papel del GABA en la patologfa del SHMC.

Dada 1a amplia distribucién que tienen los sis
temas gabaérgicos en el SNC (vedse distribucién anaté-
mica del GABA) y debido a la enorme importancia que se

le concede a2 1los fen6menos fnhibitorios dentro de 1a
fisiologfa del SHC,

no es de extraiar que cualquier in
terferencia con el funcionamiento de los sistemas ga--

baérgicos resulte de una alteracidn profunda del fun--
cionamiento normal del SNC. Aunque se piensa que meca
nismos gabaérgicos defectuosos pudieran estar implica-
dos en la fisiopatologfa de numerosas enfermedades, la
participacifn de este sistema se ha sugerido solidamen

te sobre bases experimenta]esjen s6lo algunas de ellas,

tales como, 1a epilepsia, la Corea de Huntfngton, 1la

Enfermedad de Parkinson Yy 1a esquizofrenia (19,25,37,
39,413).

En relacién con ja produccién de convulsiones,

dos 1fneas paralelas de investigacién apoyan la exis--

tencia de un posible desarreglo en o] funcionamiento -
de los sistemas gabaérgicos. Lla primera linea experi-

mental se refiere a los efectos convuisivantes de dro-
9as atrapadoras de grupos carbonilos tales como la hi-
drazina (8,35,55), la otra 1inca se basa en la presen-
cia de convulsiones fnducidas por de

ficiencias dietéti
€as ep piridoxina, que como ya se me

nciond es la pre--
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cursora del PALP (55). En ambos casos, el comin denomi

nador es una disminucién en la concentracién del PALP,

seguida de una disminuciGn en la sintesis del GABA - -

(35,50). En la enfermedad de Parkinson ademis del ya -
bien conocido decremento en Jos niveles de dopamina y -
de sus enzimas sistetizantes en el nlcleo caudado,
sustancia nigra y el globus pallidus (25), se ha encon-
trado una disminuci6n en la actividad de 1a GAD Yy un de
cremento en los niveles del GABA en las mismas regiones
(25,43). Dadas las importantes relaciones funcionales

existentes entre estos dos sistemas (Yg), una altera---
cibn en el balance entre ellos y probablemente con ----
otros sistemas tales como el colinérgico (37),

Ta -

se han -
implicado en 1a fisiopatologfa de este padecimiento. De
manera similar y también dentro del 4rea motora, la dis
minucidn de 1a GAD, asi como de los niveles del GABA en
diversas regiones del SNC, se ha implicado en 1a etiolg

gfa de Ta Corea de Huntington (39). Finalmente las evi

dencias farmacoldgicas sugieren que una disminucién del

control gabadrgico sobre ciertos siste
cos,

mas dopaminérgi--
podrfa ser la responsable de 1a hiperfuncién dopa-
minérgica que se observa en los pacientes esquizofréni-

cos, sugiriendo asf la posible existencia de mecanismos
gabaérgicos defectuosos en la esquizofrenia (19,43),

Objetivos del presente trabajo,

Dado que el sistema gabaérgico juega un pape]
fundamental en 1ta fisiologia del SNC
dad de las neuronas

mental de una sfntes

y de que 1a activi
gabaérgicas, depende en forma funda-

Ts continua de su neurotransmisor y
pPor ende de la actividad de la GAD, el estudio de las -

propiedades, regulacién Y localizacién de esta enzima,

o 11




resulta en extremo importante para el eﬁtendimiento de
la fisiologia del SNC. En virtud de que dicho estudio
se facilitarfa considerablemente si se contara con an-
ticuerpos dirigidos contra ella y debido a que a 1a fe
cha no existen métodos reproducibles para 1a obtencién
de GAD purificada que pueda usarse como antigeno, se -
decidié intentar estudiar condiciones que permitieran
estabilizar la actividad de 1a GAD y elaborar un esque
ma reproducible de purificacién que permitiera obtener
cantidades suficientes de enzima para ser usadas como

antigenos en la producci6n de anticuerpos. En el pre-

sente trabajo se reportan algunos de los esfuerzos rea
lizados con este propdsito.
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MATERIALES Y METQDOS

Medicién de la actividad de la GAD.

La actividad de 1a GAD en todos 1los casos, con
excepcién de las mediciones en gel, se evalué med{ante
el uso de un método radiométrico que permite cuantifi-
car el CO« proveniente de 1a descarboxilacién de] --
oL 1 CO; glutamato. La mezcla de incubacién fué si
milar en composici6n y concentracibén a la descrita por
Pérez de la Mora et. al., pero utilizando 1/10 de su -
volumen. E1 adfitamento utilizado (Fig. 2), fué simi--

lar al descrito por Albers y Brady (1), con algunas mo
dificaciones.

¥)
Incubacion

Difusion

Fig. 2 - E] aditamento para 1a medicién de 1a actividad de la -

GAD consistis en dos microtubos de vidrio (25 X 4mm), unidos a -~

travis de un tubo de latex (10 X 0.5 cm) que se colocS dentro de

un bafo de incubacidn, al fina) de ésta, ) aditamento se colocd

horizontalmente en un horno a 37°C para facilitar la difusién,
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La mezcla de incubacién alojada en el microtu-
bo (a), contenfa 0.020m! de una mezcla de 17

C dcido -
glutimico y PALP.

La concentracidén final de L-glutdmi-
co fué de 33mM y 1a de PALP vari6 de 2x10 - a 10 %,
bajo cualquiera de estas condiciones 1a GAD se encontré

saturada por su coenzima. E1 &cido L-glutimico conte--

nfa 1.55 ,Curfes de DL 1 'Y ¢ Scido glutdmico.,
vidad especifica final fué de 83,600 dpm/,_Mol, 1la reac
cion enzimdtica se inicis por la adicién de 0.030m1 de
Ta preparacidn enzimdtica en una solucién amortiguadora

de fosfatos pH 7.0, la concentracién de ésta, fué varia
ble para cada tipo de experimento.

La acti

En la mayor parte -
de Tos experimentos la preparacidén contenfa el agente -

reductor AET a una concentracién final de 10-" M. EY -

co. producido en la reaccidn se atrapd en el micro-
tubo (b) por 0.5ml de hidréxido de Hyamina. Una vez --
iniciada 1a reaccidn, el aditamento se colocd en un ba-
fio con agitacidén, mantenido a 37°C Por un perfodo de 20
minutos. Al finalizar el perfodo de incubacién, }a ---

reaccién se interrumpié por 1a adicién de 0.050m1 de --

dcido sulfirico 3.6N. €3 aditamento se retir6 del bafio

con agitacidn y se colocd dentro de una estufa de incu-
bacién, mantenfda a 37°C por una hora en la posicidn --
que se muestra en la parte baja de la Fig
litar el paso del /€0, de la mezcla de incubacidn al

hidréxido de Hyamina. A1 finalizar 1a difusién el mi--
crotubo (b) contenfendo el co.

. 2, para faci

atrapado en el hidr6
xido de Hyamina se depositd en 10.0 ml de un sistema de
centelleo 1fquido hecho a base de tolucno (4.0g de PPO,

50. g de POPOP en un 1 de tolueno). La radioactividad
se midi6 en un espectrémetro Beckman LS 100C con una --
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eficiencia del 90%. La descarboxilacién inespecffica se

midié bajo condiciones simtlares a las descritas, pero -
en presencia de AOA a una concentracién final de 10 ° M,
El valor de este blanco se sustrajo a cada uno de 193 tu
bos experimentales antes de proceder a la realizaci6n de
Tos cdlculos de actividad,

Cuando 1a actividad de 1a GAD se evalué en frag

mentos de geles de poliacrilamida, las mediciones se hi-

cieron con concentraciones similares a las descritas con

anterioridad, pero usando matraces Erlenmeyer de 10.0m1,

conteniendo un microtubo alojado en un pozo central y ta
pados con tapones sendfgicos a prueba de gas,

el volumen
de incubacién fué de 1.0m).

Un fragmento de gel se depo
sitd en el matraz que contenfa 0.8m)! de una mezcla de --

una solucidn amortiguadora de fosfatos 0.5M pH 6.4, PALP
y AET 10°™M y se dejd en el refrigerador durante 1a no--
che, para facilitar la difusign de la GAD. Al dfa sf---
guiente la reaccién se inicig medfante la adici6n de
0.02m1 de &cido L-glutimico 1 ‘"C con una actividad es-
pecffica de 340,000 dpm/,. Mol. Se fntrodujo elmicrotubo
conteniendo 0.050m) de hidréxido de Hyamina,
10s matraces y se pusieron a
tacidén por 2 horas a 37C.

se taparon
incubar en un bafio con agi-

La reaccidn se interrumpif -.
adicionando 2.0m} de dcido sulfidrico 3.6N y después de -

dos horas de difusién la radioactividad del ‘7

0. conte
nida en el

tubo de Hyamina se evalu§ en la forma descri-
ta anteriormente.

Determinacién de protefnas.

Las protefnas se midieron por el método de -~
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Lowry (29), utilizando como patréon, albidmina bovina. -
Cuando 1a medicién de las protefnas se hizo en presen--
cia de AET y/o PALP a elevadas concentraciones,

tefnas se Precipitaron en cada tubo con 1.0m1 de
tricloroacético al 5%,
total,

Tas pro
dcido

para asegurar su precipitacién
los tubos permanecieron en el

refrigerador a ung
temperatura de 0.4°C por un perfodo no menor de dos ho-

ras, al final del cual se centrifugaron a 1000 rpm por
10 min. E1 precipitado se resuspendié en 0.2m1 de hi{--
dréxido de sodio 1.0N y las protefnas se midieron por -
el método de Lowry pero utilizando carbonato de sodio
Preparado en agua, en lugar de hidréxido de

sodio.

Preparacién de extractos crudos de GAD.

Para la preparacién de extractos crudos,

se --
utilizaron cerebros de ratén,

los cuales se howogeneiza
ron en 5 voldmenes de dgua bidestilada, el homogeneiza-

do se centrifugé a 13,000 rpm por 30 min., y el sobrena
dante correspondiente se ajust§ a pH de 7.0 adicionando

una pequefa cantidad de una solucidn amortiguadora de -
fosfatos M pH 7.0.

Experimentos tendientes a estabilizar 1a GAD.

Los extractos crudos de GAD, se dividicron en
Pequefias porciones y mediante soluciones concentradas -
de AET y/o PALP se ajustaron a dar l1gs diversas concen-
traciones finales de ¢htas substancias que se sefalan -
en 1a seccién de resultados. Los diversos extractos --
crudos sc depositaron en el refrigerador, midiéndose 1a
actividad de 1a GAD por triplicado en alfcuotas de cada
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uno de é&llos retiradas los dfa 0, 2, 6 y 9.

Precipitacién de l1a GAD POR pH.

Se realizaron dos tipos de experimentos. En -
el primer tipo y con objeto de encontrar un método ade-
cuado para concentrar la GAD; los extractos crudos de -
esta enzima se ajustaron a una concentracién de fosfa--
tos, AET y PALP de 10°*M y se 1levaron a valores de pH
dentro de un rango de 4.5 a 6.7, mediante 1a adicién de

cantidades variables de una solucién amortiguadora de -

acetatos 250mM pH 3.6. Después de 15 min. de reposo en

un bafio de hielo, los sobrenadantes ajustados se centri
fugaron a 10,000 rpm por 10 min., los precipitados se -
resuspendieron en una solucién amortiguadora de fosfa--

tos 5x10°M pH 7.0, AET y PALP 10~°M. Con el objeto de

eliminar todo material no resuspendido 1los precipitados

resuspendidos se volvieron a centrifugar. LlLos sobrena-

dantes se decantaron y los precipitados resultantes se
resuspendieron en pequefias cantidades de la solucifn --
amortiguadora. La actividad de 1a GAD se midid6 en ali-

cuotas del sobrenadante y del precipitado obtenidos de
esta 1tima centrifugacién.

En el segundo tipo de experimento, se evalub -
1a utilidad de la precipitacifn por pH como paso purifi
cador. Para ello un extracto crudo de GAD se dividi -

en dos partes fguales que se llevaron a pH de 6.0 y 5.5

respectivamente. Después de 15 min. de reposo en un ba

fio de hielo, los extractos se centrifugaron a2 13,000 --

rpm por 20 min., Los precipitados respectivos se resus-

pendferon en una pequefia cantidad de una solucién amor-
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"tiguadora de fosfatos 50mM pH 7.0 y los sobrenadantes se

ajustaron nuevamente a pH 7.0. La actividad de la GAD -

se midi6 en alicuotas de los sobrenadantesy de los sobre
nadantesy de los precipitados.

Experimentos tendientes a concentrar extractos crudos de
GAD.

Para la concentracifn de extractos crudos de --
GAD, se probaron diversos procedimientos, los extractos
crudos de GAD se ajustaron para dar una concentracifn de
fosfatos y de AET de 2x10"*M y 10"™M, respectivamente.

a) Para dar una saturacién del 25%, se anadid
sulfato de amonio sélido al extracto crudo,
las proteinas precipitadas se eliminaron --
por centrifugacién a 13,000 rpm por 15 min.
E1 sobrenadante resultante se 1levd a una
saturacidn del 70% mediante la adicidn de
una mayor cantidad de sulfato de amonio. --
Las proteinas precipitadas se colectaron --
por centrifugacién,resuspendiéndose el pre-
cipiftado resultante en 2.0m] de una solu---

cién amortiguadora de fosfatos 5x10° %M pH -
7.0. Durante la adicién del suifato de amo
nio el pH del extracto se mantuvo en 7.0 me

diante la adici6én de pequefias cantidades de
hidréxido de amonio 2N.

b) Una fraccién del extracto crudo se precipi-

téd mediante el mismo procedimiento anterior
pero utilizando una solucifén saturada de --
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sulfato de amonio ajustada a pH 7.0.

c) E1 extracto crudo se dfalizé durante 24 ho-
ras en contra de una solucién saturada de -
sulfato de amonio ajustada a pH 7.0. La =--
cantidad de esta solucién utilizada para la
didlisis se ajust6 de tal manera que al ---
equilibrio se 1legar§ a una saturacién del
70%, tanto dentro como fuera del saco de -«

d1dlisis que contenfa el extracto crudo de
GAD.

d) E1 extracto crudo se concentré dentro de --

una bolsa de di&1isis rodeada por una cantj
dad suficiente de polietilenglicol 5000, Pa
ra extraer mds del 100% del volumen liquido
contenido en la bolsa de diflisis.

e) Una fraccidn del extracto se congeld y se -

Tiofilizé. Al final de) procedimiento, los

componentes del extracto se resuspendieron
e€n una pequefia cantidad de una solucifn ---
amortiguadora de fosfatos 50mM pH 7.0.

f) Después de los experimentos de precipita---

cibn por pH, las fracciones de GAD recupera

das con un contenido de protefnas de - - -

1.8mg/m1, se concentraron por filtracién en
membranas de Amicén PM 30.

La actividad de la GAD Y la concentracién de --
protefnas se midi6 en alicuotas de todos los concentra--
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dos anteriores. En aquellos casos en los que se utilizé

el sulfato de amonio como medio de concentracifn, previo
a2 la medicién de la GAD, los extractos ya concentrados -

se dializaron por toda 1a noche con dos cambios de buy--.-
ffer de fosfatos 50mM pH 7.0.

Purificacidn de l1a GAD.

Se 1levaron a cabo varios intentos de purifica-
cién. En cada uno de &110s, se usaron 100 cerebros de

ratdn, teniendo cuidado de realizar todas las operacio--

nes de 0 a 4°C. Para una purificacién tipica los cere--

bros se homogeneizaron en 5 voldmenes de agua bidestila-
da, canservdndose una alicuota para la medicién de 1a --
GAD y de las protefnas,que se ajusté a pH 7.0 y a una --
concentracién de 5x107%M de fosfatos y de AET de 1074 M,

mediante la adicidn de una pequeda cantidad de una solu-
cién amortiguadora de fosfatos 1M pH 7.0 y AET 281mg/m1.

E1 resto del homogeneizado se centrifugé a 13,000 rpm --

por 30 min. E1 sobrenadante se decant6 y el precipitado

se resuspendid con una cantidad de agua bidestilada ---.
igual a 1a del sobrenadante decantando. centrifugindose -
nuevamente. Ambos sobrenadantes se combinaron y una alf
cuota de e¢sta preparacifn se ajusté a pH, fosfatos y AET
de 1a misma manera que el homogeneizado. El resto del -
sobrenadante se ajustdé con fosfatos y AET para dar una -
concentracién final de 10°™M de fosfatos, 10°*M de AET y
PH 7.0. E1 sobrenadante ya ajustado se 1iofil{z6, poste
riormente se resuspendi6 en una pequefla cantidad de agqua
bidestilada y con el objeto de eliminar todo material -

particulado que pudiera existir, se centrifugé a 13, 000
rpm por 30 min.

Una alicuota de este extracto se retiré
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para 1a medicién de GAD y protefnas Y el resto se proce
s6 por cromatograffa de filtraci6n en Ul trogel AcA 34, °

Cromatografia de filtracién en Ultrogel AcA 34.

Se utilizd una columna LKB de 2.5 por 90.0 cm

empacada con Ultrogel AcA 34. La columna se equilfbrg

durante 24 horas con una solucién amortiguadora de fos-
fatos 2 x 10"*M pH 7.0 ¥y AET 10™*M (solucién amortigua-
dora patrén). Se apiicaron a la columna 20m! del ex---
tracto anterior, a una velocidad de flujo cercana a ---
20ml/h. Una vez terminada de pasar la muestra, la co--
lumna se eluyé con 1a solucién amortiguadora patré6n. Se
colectaron fracciones de 4.0m) durante todo el proceso,

mediante la ayuda de un colector de fracciones 15C0 - -

1320. EY efluente de Ja columna se monitored continua-

mente a 280 milimicras mediante el uso de un monitor de
Tuz ultravioleta Uvicord S LKB 2138 y su sefal se regis
tré en transmitancia mediante un registrador Heath -

SR-205 con e} papel corriendo a una velocidad de - -
0.2mm/segq.

La actividad de la GAD se midi6 en fraccio-
nes alternadas, guardando 3quéllas en las que apareci$

la méxima actividad de la enzima. Se obtuvieron dos pi-

cos de actividad, el primero de ellos dentro del volu--
men exclufdo y el segundo en e} volumen inclufdo. La -
purificacién se continug cromatografiando el segundo pi

co de GAD en una columna de DEAE-Celulosa.

Cromatograffa en DEAE-Celulosa.

Se utilizé una columna de 1.5 por 30.0 cm.,

em
pacada con DEAE-Celulosa microgranular Whatman, bajo

la
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presién ejercida por nitrégeno gaseoso. La columna se

equilibré por 48 horas con 1a solucidén amortiguadora pa
trédn y 1a GAD proveniente del volumen exclufdo de 1a --
cromatograffa en Ultrogel AcA 34,

lumna a una. velocidad de 20mi/h.
pasar la muestra,

se introdujo en 1la co
Una vez terminada de

12 columna se lavé con la solucifn -~
amortiguadora patrén hasta que Ta protefna se dej6 de -
colectar en el efluente. La elucién de l1a columna se -
hizo mediante un gradiente Tineal de fosfatos (2x10™ "

25x10°°M pH 7.0). €1 perfil de absorbancia a 280 mili-
micras se registré como en 1a cromatograffa anterior., -
La actividad de la GAD se midié en fracciones alterna--

das, combinando aquéilas que contenfan GAD. Las frac--

ciones combinadas se dializaron contra varios cambiogs -
de la solucién amortiguadora Patrén por 12 horas,

se --
apartaron 5 ml para usos analfticos y el

resto se contj
nué purificande por cromatografia en gel de fosfato de
calcio.

Cromatograffa en gel de fosfato de calcio.

Se utilizé una columna de 1.5 por 30.0cm.,

em-
pacada con gel de fosfato de calcio Sigma.

La columna
se equilibré durante 24 horas con 123 solucién amortigua

dora patrén y la GAD obtenida de 1a cromatograffa en --
DEAE-Celulosa se introdujo en 1a columna a una veloci--
dad de flujo cercana a los 20m1/h.

Una vez terminada -
de pasar Jla muestra,

12 columna se lavé con la solucién
amortiguadora patrén hasta que el registro a 280 milimi

cras 1leg6 a su basal. La elucién de 1a columna se rea
1126 mediante un gradiente de fosfatos de (2 25x10°*M -
PH 7.0). Las fracciones conteniendo Ta méxima activi--
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dad de la GAD se combinaron y se almacenaron ba
bro de "GAD purificada".

jo el ru

Tanto 1a GAD como las protefnas se midieron en
cada una de Jas preparaciones obtenidas en cada etapa -
de purificacién con el objeto de determinar su activi-.
dad especifica. E1 grado de inactivacién de la GAD du-
rante la purificacién, se evalué midiendo la actividad
de 1as preparaciones anteriores, tanto al ser obtenidas

como al final de la purificaci6n y comparando sus res--
pectivas actividades.

Electroforesis en placa de gel de poliacrilamida.

El método de electroforesis en poliacrilamida
utilizado, fué el sistema discontinuo para gel nativo -
de Davis (11), con

un gel concentrador al 4.5¢ Y uno pa
ra resoiver al 10%.

A todas las coluciones amortiguado
ras usadas, se les adiciong AET a una concentracion de

107" M, con el objeto de proteger la actividad de la GAD

durante la electroforesis. Para evitar que el persulfa

to de amonio residual utilizado en 1a polimerizacién --
de) gel para resolver, pudiera oxidar e inactivar a la -
GAD, una vez polimerizado el gel,

se corrid previamente
por un minimo de 12 horas.

E1 gel concentrador se poli
merizé con riboflavina Yy luz de gas nedn para evitar la
presencia de persulfato de amonio residual.

ron las alicuotas de diferentes preparaciones
0.050m

Se analiza

de GAD de
(conteniendo cerca de 0.050mg de protefna).

La electroforesis se realiz6 a 10 mAmperes du-
rante la concentraci6n de 1a muestra y a 25 mAmperes du
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rante su resolucién.

Al final de 1a electroforesis los
geles

se fijaron y tifieron en una mezcla de 4cido acéti

co al 10%, alcohol etilico al 25% y azul comassie {(bri-
Tlant blue G) al 0.05%, por 12 horas a temperatura am--
biente.

Los geles se destifieron can varios cambios de
alcohol etflico al 259 y dcido acético al 10%. Una vay
destefiidos Jos geles se hidrataron por 12 horas median-

te dos cambios de agua y posteriormente se desecaron al
vacio.

Cuando la actividad de la GAD se

mentos de gel, la electroforesis se reali
ratura de 0 a 4°¢C.

midié en frag
26 a una tempe
Al final de 1a electroforesis y an-
tes de la fijacién de] gel, los carriles en los que co-
rrié la preparacién de GAD destinada a sy medicién,

aislaron de la placa de gel y se dividiero
tos de 1.0cm.

se

n en fragmen-
La actividad de la GAD se midi6 como se
describig anteriormente, en cada

tos. E1 patrdn de proteinas de 1
GAD utilizadas para la medicién d
Tué tifendo algunos carriles elec
de los utilfzadosg para su determi

unc de estos fragmen--

as preparaciones de --
€ Su actividad,se eva-

troforéticos vecinos -
naci{dn.

.24




RESULTADOS

Estudios tendientes a estabilizar la actividad de 1a --
GAD.

En virtud de la gran inestabil{dad que presen-
ta la GAD, se consider6 como requisito previo a su purj
ficacifn, el lograr su estabilizacién. Dado

que en la
Jiteratura se ha mencionado que tanto el AET como e] --
PALP protegen a esta enzima (56), se decidi6 estudiar -

su posible efecto protector Las figuras 3-7 resumen --
los resultados obtenidos en este experimento. Como pue
de observarse en 10s controles de dichas figuras, l1a --
pérdida de actividad de la GAD es practicamente total a
los 6 dfas de preincubaci6bn. En la Fig. 3 se observa -
que el PALP estabilizé a 1a GAD des
de 1077M incrementéndose esta prote
menta la concentracifn de PALP

de concentraciones -
cci6n conforme se au

» existiendo una protec--
cién casf de 100% a concentraciones de PALP de 10 2.
Con el ALT (Fig.

4) no se observaron efectos protectores
a concentraciones hasta de 10°°M, pero sorprendentemen-

te a una concentraci6n de 10°*M 1a proteccién fué del
orden dnl 100%.

Las figuras 5, 6 y 7 muestran los efegc
tos protectores de la combinacién de PALP m&s AET. Del

exdmen de estas figuras resulta claro que cuando el
PALP 6 @1 AET se encuentran a concentraciones de 10-1H.
la GAD es totalmente estabilizada, sin embargo cuando -
el PALP se encuentra por debajo de esta concentracifn -
ptima (Fig. 7) el AET a bajas concentraciones es inca-
paz de potenciar sus efectos protectores.




Medicidn de protefnas en presencia de PALP y AET.

Debido a que la cuantificacién de proteinas es
de primordial importancia en 1a purificacidn de una en-

zima por requerirsele para la obtencién de actividades

especificas, de las preparaciones de GAD obtenidas,

en
cada etapa de purificaci6n;

era necesario teper la se-
guridad de que no hubiera tnterferencia en su medicién
por el PALP o el AET.

Como se muestra en 1a tabla 1,
el AET provoca la aparicién de un color intenso en los

blancos que impide utilizar el método de Lowry. En Ja

Fig. 8 se muestran curvas de protefna patrén preparadas

en presencia de AET y/o PALP, en las que l1a proteina se
precipitd con dcido tricloroacético Y se resuspendif§ en

hidréxido de sodio. Como puede observarse las curvas -
son lineales y la interferencia por el PALP y el AET es
considerablemente minimizada aunque no Lotalmente elimi
nada. E1 hecho de que las curvas no

salgan del origen
muy probablemente refleja la interferencia residual de

estas sustancias. Lla interferencia por el PALP fué ma-
yor que la dada por el AET y resulté aditiva cuando los
patrones de protefnas se pPrepararon ¢n una solucidn con
teniendo ambas sustancias. Sin embargo, como 1a tabla
2 muestra,a pesar de no haberse podido e}

iminar por com
pleto, 1a interferencia del PALP y AET,

los valores de
protefna enddgena de extractos conteniendo AET, PALP §

AET m&s PALP son idénticos st se les cuantifica usando
curvas patrén preparadas en las mismar

condiciones de -
concentracién para estas sustancias.

51 en cambio los
valores se obtienen a partir de curva patron preparada

€n ausencia de PALP y AET, el valor de ja proteina endg
gena, resulta artefactualmente elevado,
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Precipitacién de 1a GAD por pH.

Dado que en los esquemas de purificacién comun
mente se utiliza 1la cromatograffa de filtracién Yy ésta
solo permite el uso de volimenes pequefios de muestra,
se decididé encontrar un método de concentraci
ra la menor pérdida de actividad posible.

nuestro laboratorio se habfa observado
Jos de pH,

6n que die
Ya que en --
que a valores ba
la GAD precipitaba Y que el precipitado era

posible solubilizarle a pH de 7.0 con poca pérdida de -

su actividad, se decidi6 evaluar la precipitacién de 1a

GAD por pH como un método concentrador. En la tabla 3
se observa que 1la mayor parte de la GAD precipitada y -
solubilizada ocurre a valores de pH comprendidos entre
4.7 y 5.2, en tanto que poca GAD parece ser precipitada
a un pH arriba de 5,2. Por debajo de 4.7, 1a GAD preci

pitada parece sufrir una considerable desnaturalizacif6n

pues la cantidad de GAD recuperada es bajfsima. A pe--
sar de haberse podido resuspender la mayor parte de 1la

GAD precipitada entre pH 4.7-5.2 1a precipitacidn de 1a

GAD se acompadé de una pérdida de activ

idad cercana a1l
50%.

En virtud de que en los experimentos anteriores -
se observé que una cantidad considerable de protefna --
inespecifica se precipité por arriba de PH 5.2 permane-
ciendo una gran cantidad de GAD en el sobrenadante,
decidié estudiar 1a posibilidad de usar este procedi

miento como paso purificador.
bla 4,

se

Como se observa en 1a ta
el cambio en el PH de los extractos crudos de --
GAD de 7 a 6 5 5 trae como consecuencia la precipita---
cién de protefnas inespecificas que se manifiesta en un
incremento en 1a pureza de la GAD de 1.2 a 1.6 veces., -
Por desgracia 1la recuperacién de la GAD fuég baja parti-
cularmente cuando e} PH de los extractos se baja hasta 5.0.
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Experimentos tendientes a encontrar un método Gtil para
1a_concentracién de extractos crudos de GAD.

En 1a tabla 5 se resumen los resultados obteni

dos mediante el empleo de diferentes procedimientos de

concentracion. Como puede observarse el mejor procedi-

miento encontrado fué }la Viofilizacién, logrindose con-
centrar los extractos hasta 10 veces con un 957 de recu
peracidn de la actividad de la GAD.

E1 empleo de sulfa
to de amonio en todas sus modalidades

Sy, aunque Gtil para
la concentracidn de los extractos, di6 como resultado -
una pérdida considerable de la actividad de 1a GAD, 1le

9dndose a recuperar tan solo el 60% de la actividag en
el mejor de 10s procedimientos empleados: precipita---
cidn del extracto por didlisis al equilibrio.
de polietilenglicol como medio concentrador,
tremo dafiino para la actividad de 1a GAD,
inactivar ésta en su totalidad.

EY uso -
fué en ex-
11egéndose a
La concentraci6n me---
diante el uso de membranas de Amicén PM 30 aunque impo-

sible de ser usado para 1a concentracidn del extracto
crudo,

pareceria ser una buena alternativa para la con-
centracifn de preparaciones semipurificadas de GAD, con
bajo contenido porteico.

Medicidn de 1a actividad de 1a GAD en 1los geles de acri

lamida usados para evaluar la_pureza de las distintas
preparaciones de GADAobLenidgs,

en el curso de una purj
ficacidn; se determiné 1la actividad de 1a GAD en geles
de poliacrilamida después de 1a electruforesis

de una -
preparacidn semipurificada de GAD obtenida por cromato-

graffa de filtracidén en Ultrogel AcA 34. Como se ve en

Ta Fig. 9, la mixima actividad de la GAD se encontré en
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tre el primero y segundo centfmetros del gel y particu-
larmente en el segundo, sugiriéndose con esto que Ja --

banda de GAD deberfa esperarse en la frontera entre

es-
tos centimetros de los geles.

Purificacidon de la GAD.

Los intentos de purificacién realizados se 11e
varon a cabo mediante un esquema que involucraba croma-
tograffa de filtraci6n en Ultrogel AcA 34 y cromatogra-

fifa de intercambio i6nico en DEAE-Celulosa y en gel de

fosfato de calcio. Los resul tados de una purificacién

tipica se muestran en las figuras 10-13 y en 1a tabla 6
Como puede observarse en la Fig. 10, después de Ja cro-
matografia en Ultrogel AcA 34,

se pudieron detectar dog
picos de actividad.

El1 primero aparecid dentro del vo-

Tumen exclufdo y el sequndo de mayor tamafio dentro del

volumen inclufdo. Cuando este i1timo pico de GAD se --

procesé en una columna de DEAE-Celulosa (Fig. 11), 1la
totalidad de la enzima fué retenida y elufda al

inicio
de un gradiente lineal de fosfatos (2-25x10° "M pH 7.0)

como un pico relativamente simétrico,
de esta Gltima preparacifén en una co
fato de calcio (Fig.

E1 procesamiento
lumna de gel de fos
12) trajo como consecuencia 1a to-
tal captacidn de GAD por la columna y su elucién al in{
cio de un gradiente lineal de fosfatos igual al ante---
rior como un pico de actividad bien simétrico. La Fig.
13 muestra el patrén electroforético de preparaciones -

de GAD provenientes de l1as diferentes eta
ftcacibn.

ma,

pas de su purj
Como puede observarse en el e]ectroforetogrg
las bandas de protefna localizadas entre el primer

Y segundo centfmetros del 9el se ven progresivamente en
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riquecidas conforme e} proceso de purificacién avanza.-
El ex&men del carri} electroforético de 1a preparacién
final de GAD muestra que aunque el esquema de purifica-
cidn ha logrado eliminar una buena parte de las protef-
nas presentes en los extractos crudos de GAD, ain esta
preparacidn contiene por 1o menos dos contaminantes ma-

yores. La tabla 6 resume cuantitativamente los r

esulta
dos de esta purificaci6n.

Como puede observarse 1a m4-
xima purificacién de la GAD lograda mediante el empleo

del presente esquema de purificaci6n fué de 137 veces -
con respecto al homogenado inicial con una recuperacign
final del 4%. Dentro de las etapas {ndividuales de pu-

rificacidn, cabe destacar que en la cromatograffa en --
Ultrogel AcA 34 se Toqré una purifi

acifn de 2.6 veces -
sobre el sobrenadante,

que la cromatoqraffa en DEAE-Ce-
lulosa incrementd 5 veces la actividad especffica de 1a

preparacidn de GAD obtenida por Ultrogel AchA 134 Y que -
la cromatografia en gel de fosfato de ctalcio logrd in--

crementar 4 veces la pureza de la GAD cromatografiada -
en DEAE-Celulosa.

La pérdida de actividad de
purificacién, dependié de 1a preparacién semipurificada
evaluada. De esta manera o] extracto crudo de GAD (so-
bre nadante), 1a GAD proveniente de las cr

de Ultrogel AcA-34 (U-11), de DEAL-Ce
fosfato de calcio,

la GAD durante la -

omatograffias

lulosa o gel de --

conservaron al final de 1la purifica-

cidn 97,82,81 Y 80% de su actividad orfginal,

«+.30




FIGURA 3.
Efecto del PALP sobre la estabilidad de 1a GAD.

Los extractos crudos de GAD se preincubaron de
0 a 4°C con concentraciones crecientes de PALP y la ac-
tividad de la enzima se mididé en alicuotas del extracto
tomadas a diferentes periodos. En e} eje de las "x" ge
muestran los dias a lgs Cuales la actividad de la GAD -
se midid y en el eje de Tas "y" la actividad correspon-
diente expresada como por ciento de 1a actividad al dia
0. Lla actividad absoluta de 1a GAD fué de 1.67,. Molas/
h/ml de extracto al dfa 0 para 1a Curva control y de --
2.20, 1.76, 1.90 Yy 1.90 para las cuyrvas de PALP 10-2-3-

4 y-5 M, respectivamente.
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FIGURA §.
Efecto del AET sobre 12 estabilidad de la GAD.

Los extractos crudos de GAD se preincubaron de
0 a 4°C con concentraciones crecientes de AET,
vidad de la enzima se midié en alicuotas del extracto -
tomadas a diferentes perfodos de tiempo. En el eje de
las "x" se muestran los dias a los cuales la actividad
de la GAD se midi§ y en el eje de las "y" la actividad

correspondiente expresada como por ciento de
dad al dfa 0.

fué de 1.67 ,

la acti-

la activi-
La actividad absoluta de la GAD al dia 0

+Molas/h/ml de extracto para la curva con--

trol y de 2.26 2.23 y 1.77 para las curvas de AET 10-2
3 y-4 respectivamente.
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FIGURA 5.

Efecto del PALP y AET sobre la estabilidad de
1a GAD.

Los extractos crudos de GAD se preincubaron de
0 a 4°C con una concentracidn de 10°%M de PALP combina-
da con concentraciones crecientes de AET, la actividad

de 1a enzima se midi6 en alicuotas de) extracto tomadas

a diferentes perfodos. En el eje de las "x* se mues---

tran los dfas a los cuales la actividad de g GAD se mi
did y en el eje de las "y" la actividad correspondiente
expresada como por ciento de la actividad al dfa 0+ --
error "standard"” del promedic de jas mediciones realiza

das para aquellos casos en los que més de tres medicio-

nes se realizaron. La actividad absoluta de la GAD fué

de 2.11% 0.2 al dia 0 para la curva contro] y de 2.2,
2.2, 1.85, 2.3y 1, 97 para las curvas de PALP 107°M com
binadas con AET 10" ", -3, 4, 3.3x10° ‘y 1077M, respectiva
mente. Con el objeto de dar una mayor idea de la ciné-
tica de inactivacién de la GAD no protegida, la curva -
control ha s51do graficada tomando el promedio de 5 expe
rimentos. N6tese que en ningdn caso las curvas obteni-
das de Ta GAD en presencia de protectores 1legan a to--
car la barra del error "standard" de la curva control
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FIGURA 6.

Efecto del AET y PALP sobre la estabilidad de

la GAD.

Los extractos crudos de GAD se preincubaron de
0 a 4°C con una concentraci6n de 10°-M de AET combinada
con concentraciones crecientes de PALP, 1a actividad de

la enzima se midié en alicuotas del extracto tomadas a

diferentes perfodus, en el eje de las "x" se muestran --

los difas a los cuales la actividad de la GAD se midi6 y
en el eje de las "

y" 1a actividad correspondiente expre-

sada como por ciento de la actividad al dfa t error --

"standard" del promedio de las mediciones realizadas pa-
ra aquellos casos en los que mis de tres mediciones se -
realizaron. La actividad absoluta de la GAD al dia 0 --
fué de 2.1 + 0.2 para la curva control y de 2.2+ 0.13,

2.36% 0.26, 2.25+ 0.16 y 2.19+0 para las curvas de AET -
107 °M combinadas con PALP 10-2, -3
mente.

» 4, ¥y -5 M respectiva--
Las curvas en las cuales los errores "standards"
se han graficado representan el promedio de por lo menos
tres experimentos fndependientes .

..37




ACTIVIDAD GAD % DIA o)

100

75

50

25

EFECTO DEL AET Y EL PALP SOBRE LA ACTIVIDAD

DE EXTRACTOS CRUDOS DE GAD

*—o
o—0
o—a
bty
o—e
o—a

T T T
| 2 3 4 ) 6 7

DIAS PREINCUBACION

CONTROL
AET 10~2
AET 10-2
AET 1072
AET 102
AET 10™2

PALP 1072
PALP 1073
PALP 10~4
PALP 10™8




FIGURA 7

Efecto del! AET y PALP sobre la estabilidad de -
la GAD.

Los extractos crudos de GAD se preincubaron de
0 a 4°C con una concentraci6n de 10°"M de AET combinada
con concentraciones crecientes de PALP, 1la actividad de

la enzima se midié en alicuotas de) extracto tomadas a -

diferentes perfodos. En el eje de las "x" se muestran -

los dias 2 los cuales 1a actividad de 1a GAD se midi6 y

en el eje de las "y" la actividad correspondiente expre-
sada como por ciento de la actividad al dis 0 + error --
"standard" del promedio de las mediciones realizadas pa-
ra aquellos casos en los que mds de tres mediciones se -
realizaron. La actividad absoluta de 1a GAD al dia 0 --
fué de 2.11 + 0.2 para la curva control y de 2.22+0.13,

2.3, 2.0, 2.0 y 2.23, para las curvas de AET 10°°M de --
AET combinadas con PALP 10 -2, 3

» 4 y-5 M, respectivamen-
te. Las

curvas en las cuales 105 errores "standards" se
han graficado representan el promedio de por lo menos
tres experimentos independientes.
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TABLA 1,

Interferencia del AET en la medicién de protefnas por el
método de Lowry

Densidad é6ptica

10 "M AET

Biahco »2.0
25,,--9 ;2.0
50,9 ;2.0
100, g ,2.0
3.3 x 10°°M AET

Blanco 1.8
25. g 1.9
50..9 1.7
100, g 1.9

Se prepararon curvas patrén de proteinas, conte
niendo de 24 a 100, g, en soluciones amortiguadoras de -

fosfatos 50mM pH 7.0, conteniendn AET a concentraciones

de 10°*M y 3.3 x 10°“M. Las Yecturas de la curva patrén

expresadas en densidad éptica, se obtuvieron leyendo las
curvas patrdn contra un blanco hecho con la solucién ---
amortiguadora expresamente,




FIGURA 8.

Curvas patrén de protefnas preparadas en
soluciones de AET y PALP

Se prepararon curvas patrén de albGmina bovina,
contenfendo los microgramos que se muestran en el eje de
Tas"x, en una solucién amortiguadora de fosfatos, 50mM -

pH 7.0 sola o conteniendo PALP y/o AET a las concentra--

ciones indicadas en 1a figura. Las protefnas se precipi

taron con dcido tricloroacético como se describe en la -
seccidn de métodos, se resuspendieron en hidr6xido de ]
dio y se midieron por el método de Lowry us&ndose un ---

blanco que contenfa hidr6xido de sodio 2 N, exclusivamen
te.
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TABLA 2,

Efecto del PALP y del AET en la medicibén de protefna en-
d8gena por el método de Lowry (precipitando con TCA 5%).

CONDICION PROTEINA ENDOGENA  INTERFERENCIA
(mg/m1) (%)

Buffer fosfatos SOmM pH 7. 4.8 0

AET 10°"M 4.8 34

PALP 107°M 4.9 60

PALP y AET 107 M 4.95 83

A extractos crudos de cerebro de ratdn conve---
nientemente dilufdos, preparados en las condiciones indi
cadas en la tabla, se les determind su contenido en pro-
tefnas. Tanto los extractos crudos como sus respectivos
patrones de albimina bovina se prepararon con las mismas
concentraciones de AET y/o PALP y se precipitaron con --
TCA al 5%. E1 contenido de protefna para cada extracto
se determind utilizando 1a curva correspondiente medida
contra un blanco conteniendo hidr6xido de sodfo 2N. Cuan
do los valores de protefna endégena se obtuyieron utili-
zando como patrén 1a curva preparada exclusivamente en -

1a solucién amortiguadora, l1a interferencia por el AET y

el PALP residual se hizo presente. En la tabla, bajo el

tftulo de % de interferencia se indica el incremento por

centual para los valores de protefna end6gena obtenidos
en los extractos conteniendo AET, PALP y AET mds PALP.



TABLA 3,

Precipitacidn de 1a GAD en extractos crudos de cerebro

de ratén a distintos valores de PH ¥ su solubilizacién
posterior a pH 7.0

GAD % de GAD pre- % GAD solubi-
wMolas/h/m) sente en el - 11zada+ % GAD
pH solubilizadas: extracto cru- residual.
s, residual=r. do.
4.5 s 0.47 20 22
r 0,04 2
4.61 2 0.61 27 29
r 0.03 2
4.7 s 1.05 46 46.8
r 0,02 0.8
4.75 s 1.02 45 45.03
r 0.008 0.03
4.8 s 2.07 438 58
r 0.45 10
4.9 s 0.93 40 40,03
r 0.007 g.a3
5.2 s 1.93 45 54
r 0.42 9
5.46 s 0.53 12 16
r 0.19 4
5.53 s 0.43 10 11
r 0.073 1
5.78 s 0.19 4.6
r 0.029 0.6
6.25 s 0.16 3 3.1
r 0.006 0.1
6.7 s 0.1 0.2 0,2
r -




1.5 m1 de extractos crudos de GAD ajustados me
diante el uso de soluciones concentradas a 10- iM de fos
fatos PALP y AET se llevaron a los valores de pll indica
dos mediante la adicidn de diversas cantidades de una -

solucién amortiguadora de acetatos 250mM pH 3.6 Des--

pués de su centrifugacidén,los precipitados se resuspen-
dieron en una solucién amortiguadora de fosfatos PALP y

AET 10 *M PH 7.0 y nuevamente se centrifugaron y resus-
pendieron.

La GAD se midid en alicuotas del sobrenadan
te ("GAD solubilizada") y del precipitado ("GAD resi---
dual"), de esta iltima centrifugacién.




TABLA 4.

Fraccionacidn de extractos crudos de GAD mediante transiciones en el pH,

GAD % Sobrena- % Recupe  Actividad
Fraccibn

Veces de purifi-
~Molas /ml dante, racién Especifica

cacidn respecto
~Molas/h/mg al sobrenadante

protefna
Sobrenadante 12.3 100 2.42
Sobrenadante Ph 6 8.55 16 78 3.80 1.58
Pellet pH 6 1.70 2
Sobrenandante pH 5 4.5 36 51 3.11 1.28
Pellet pH 5 12,6 156

Los extractos crudos de GAD protegidos como se menciona en la seccién de mé&todos, se -
trataron mediante la adicién de una solucién amortiguadora acetatos 25 x 10°*m pH 3.6
hasta alcanzar los valores de pH 1ndicados. E1 extracto se centrifugd y el pH tanto
del sobrenadante como del precipitado se Vlev6 nuevamente a 7.0. La actividad de la
GAD y de la protefna se midi6 tanto en los precipitados como en los sobrenadantes.




FIGURA 9.

Actividad de 1a GAD en geles de Poliacrilamida

Los extractos crudos de GAD (sobrenadante), an
tes o despuds de suy precipitaci6n con sulfato de amo--
nfo s61lido o su semipurificacién mediante el uso de --

cromatograffa de filtracién en Ultrogel AcA 34 (uiny, -
se

da
lLa
to

procesaron por electroforesis en gel de po]icr11ami
y 1a GAD se midig en fragmentos de un cm de) gel, -

actividad de 1a GAD en cpm obtenida en cada fragmen

del gel se muestra en forma griafica. El1 patr6n de

12s bandas de protefna presente en cada fragmento yti-
1tzado para la medici6n de 12 GAD se observa en el
electroforetograma correspondiente.

La albGmina bovi-
na se utiliz6 como patrén electroforético,




ACTIVIDAD GAD

cpm

10000 <

8000 4

olal'rlelulqlsm om
—s U-I

— (NH,),80,
70%

Sup

—* ALBUMINA




FIGURA 10.

Cromatograffa de ftitracifn en Ultrogel AcA 34,

Se procesaron los extractos crudos de GAD me---
diante el uso de columnas de Ultrogel AcA 34. Los deta
lles de 1a cromatografia se describen en la seccin de
métodos. En el eje de las “"x"

se muestra el nimero de
fraccion y en el eje de lasg "y®

tanto la actividad de -
1a GAD como el contenido de protefnas de las fracciones
determinado en transmitancia.
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FIGURA 11.
Cromatograffa de la GAD en DEAE-Celulosa.

Una preparacidn de GAD proveniente del volumen
inclufdo de la cromatograffa de filtracidn en Ultrogel
AcA 34, se cromatografid en columnas de DEAE-Celulosa

en la forma sefalada en la seccién de métodos. ¢En el

eje de las "x" se muestra el n(mero de fraccién y en -

el eje de las "y" la actividad de 1a GAD y el conteni-
do de protefnas de cada fraccién.
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FIGURA 12.
Cromatograffa en Gel de Fosfato de Calcig.

Una preparacién proveniente de 1la cromatogra--
ffa en DEAE-Celulosa, se cromatografié en columnas de

gel de fosfato de calcio en la forma descrita en la
seccidén de métodos.

En el eje de las “x" se sefiala el
nimero de fraccién y en el eje de las "y" e} contenido

de protefna asf como la actividad de la GAD de las ---
fracciones obtenidas.
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FIGURA 13,

Patrdn electroforético de diferentes preparaciones de -
GAD durante su purificacién.

Los detalles de la electroforesis se describen
ampliiamente en la seccidén de métodos.
bimina bovina =

te liofilizado =

Abreviaturas: al
(ALB), sobrenadante = (Sup), sobrenadan

(Sup. Liof.), Ultrogel AcA 34 = (urry,
DEAE-Celulosa = (DEAE), fosfata de Calcio = (caP).
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TABLA 6,
Purificacifn de 1a GAD de cerebro de ratén

Muestra Yolumen (m1) GAD total Protefna total Rendimiento GAD Actiyidad Vacas
{uMoles/h) mg X del Homogenado especifica Purificacidn
‘ uMoles/h/mg Prot.
Homogenado 25D 1012 5862 100 0.17 1
Sobrenadante
13,000 rpm 223 602 1405 60 0.43 © 2.6
Cromatograffa en
Ultrogel AcA 34 45 152 131 15 1.2 6.8
Cromatograffa en
OEAE celulosa 35 92 16 9 5.8 34
Cromatograffa en
Gel de fosfato de Ca 17.5 i8 1.6 4 23.6 137

La pur{ficacién anterfor fue realizada en los cerebros de 100 ratones.

Una concentracifn de AET de 10'2M
fue usada durante toda Ya purificacibn.




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como se ha mencionado en la {ntroduccibn de es-
ta tesis, el sistema del GABA juega un papel fundamen--
tal en el funcionamiento del SNC, pues los sistemas neu

ronales que lo utilizan como neurotransmisor se encuen-

tran ampliamente distribufdos, pudiéndose considerar --

que no hay regidn del SNC que no esté sujeta a la ac---
cién regulatoria de este sistema fnhibidor (5,38,44).

No es sorprendente por tanto que en algunos de los mode
los que intentan explicar el funcionamiento de) SNC, la
participaci6én de las neuronas gabaérgicas, ejerciendo -
efectos regulatorios desde el procesamiento de Ja infor

macién recibida hasta la integracién de una respuesta,
haya sido involucrada (43).

Dado que la actividad de las nueronas gabaérgi-
€as parece ser sumamente dependiente de la sfntesis con
tinua de su neurotransmisor, el GABA, y por consiguien-
te de la actividad de su enzima sintetizante, la GAD, -
(35,50,55), numerosos investigadores han considerado --
que un estudio detallado de las propiedades de esta en-

zime; as{ como de las tnfluencias que son capaces de mo-
dificar su actividad tanto in vivo como

fundamental para el entendimiento de 1la
1as neuronasgabaérgicas (36,43,50). Mo
por tanto que en numerosos laboratorfos se halla jnten-
tado Va purificacién de esta enzima,con el propésito de
hacer estudios cindticos y de obtencer anticuerpos, que
permitan localizar y mapear a los sistemas gabaérgicos

en el SNC y estudiar las propiedades regulatorias de es
ta enzima,

in vitro, es --
fisiologfa de -
es sorprendente

0-!59




Los enfoques utilizados para 1a purificaci6n de
1a GAD van desde el uso de procedimientos de purifica--
¢ién convencionales (54,56), hasta el empleo de las mé4-
modernas técnicas de cromatograffa de affnidad (40,61)
Sin embargo, a pesar de estos datos, 1la mayor parte ds

los laboratorios que han intentado reproducir sus puri

ficacfones han fracasado en su intento. El principal -
problema involucrado en la purificacién de 1a GAD asi -

como 1a falta de reproducibilidad de los procedimientos
de purificacién, publicados, radica en 1a enorme inesta

bilidad que posee esta enzima (40,54). Y a pesar de Jos
esfuerzos encaminados a estabilizarla, no existe a 1a -

fecha reporte alguno en el que explfcitamente se deta-

1le un método de estabilizacién,suficientemente apropia
do que facilite su purificacién.

En el laboratorio donde esta tesis so realizé. -
fué posible mediante el uso de los procedimientos de --
cromatograffa de afinidad descritos por Possani et. al.
(40) 1a obtencién de GAD purificada, con la que se obtu
vieron anticuerpos que sirvieron para realizar estudios
de mapeo de los sistemas gabaérgicos en el SHC de la ra
ta. Los resultados de este mapeo (38), que estuvieron
de acuerdo con estudios interdiciplinarios realizados -
en torno a la distribucién de los sistemas gabaérgicos
y de confirmar los resultados obtenidos por Roberts y -
colaboradores (42); podrfan estar, sin embargo, sujetos
3 errores constderables,dada la pobre caracterizacidén -

obtenids en el antfgeno que se utilizé para la forma---

cién de estos anticuerpos. En consecuencia,con el obje

to de evaluar 1a certeza de nuestros anterfores hallaz-

g0s en torno a la distribucién del ststema del GABA en

.0.60




el SNC y de profundizar en estos estudlos, se decidif -
buscar un nuevo procedimiento de purifica
GAD que resultara mis reproducible y con un mayor rendj
miento que 1los reportados. La estrategia sequida en es
te trabajo, dado que e} principal problema de Ja purifi
cacién de la GAD, es sy inestabilidad, fué:

cién para ja -

a) buscar aquellas condiciones experimentales -
que favorecieran su estab{l{dad
extractos crudos,

» al menos en
con el objeto de poder di-
sefiar un procedimiento de purificacibn que -

proporcionara enzima razonablemente purifica

da para ser utilizada en l1a obtencidn de an-
ticuerpos,

b) encontrar condiciones metodolégicas Gtiles -

que facilitaran su purificacidn tales como -
procedimientos que permitieran concentrar di
versas preparaciones de GAD 6 o] disefio de -
modificaciones que permitiesen 1a cuantifica
¢idn de protefnas en ausencia de interferen-
cias por los agentes estabilizantes y

c) plantear un procedimiento inicial de purifi-

cacibn que pudiera sar

implementado poste---
riormente.

La principal contribucifn de este trabajo de te
sis radica en el hallazgo de condiciones estabilizantes

Que permitan mantener Ja actividad de Ya GAD estable --
hasta por 9 dfas como mixima.

En efecto como se mues --
tra en las figuras 3-7 tanto el

PALP como el AET s6los
vr.61




0 en combinacién son capaces de preservar la actividad
de la GAD de extractos crudos casi en su totalidad. E1
efecto estabilizante del PALP fus dependiente de su con

centracifn, siendo visibles desde 10~ "M y alcanzando --

sus niveles miximos a 10°*M. En contraste con esto la

concentracidn de AET requerida para la estabilizacién -
de 1a GAD resultdé estar dentro de un ran

§go sumamente es
trecho y cercano a 10~ M.

Cabe seilalar a este respecto
que en la mayorfa de los trabajos repaortados, 1la concen

tracién de AET utilizada es siempre del orden de 10°°M

muy paor debajo de 1a concentracién 6ptima encontrada --
Por nosotraos para 1a estabilizaci6n de la GAD, en conse
cuencia los supuestos efectos estabilizadores encantra-
dos por estos autores parecerfan debido exclusivamente

a2 la presencia del PALP usado. Aunque es posible que -
el PALP pudiera potenciar los efectos protectores del -
AET, l1a posibilidad resulta poco probable en vista de -
que en nuestros experimentos los efectos protectores --
que se obtienen con 1a combinacién AET 10°*M + PALP - -

10M fueron de la misma magnitud que los encontrados
con el PALP solo (véase Fig. 3 y 7).

ble indicar con precisién 1a causa de
bilizadores de PALP 6 de} AET,

Aunque no es pasi
los efectos esta-

dichos efectos para el -
caso del PALP podrfan ser explicados a través de la es-

tabilizacién de una conformacidn tal que resultara ina-
decuada para su degradacién por enzimas proteolfticas.-
Los efectos pratectores del AET en cambio podrfan estar

relactfonados con una accidn protectora de esta sustan--
cia sobre la oxidacién de grupos

-SH vitales para 1a ac
tividad de 1a GAD.

Las concentraciones tan altas reque
ridas por esta sustancia para proteger a 1a GAD

» asf co
mo el rango tan estrecho en el que se manifiest

3 su ac-
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cién, pueden sugerir alternativamente que el AET pudie-
ra como el PALP favorecer una conformacién tal, que re--

sultara inaccesible la accién degradativa de las enzi--~
mas proteolfticas.

E1 esquema de purificacién adoptado en el pre--
sente trabajo se basa en la obtencién de un extracto --
crudo de GAD seguido de su fraccionamiento mediante el
Uso sucesivo de cromatograffa de f{ltracifn y de inter-
cambio i6nico en DEAiCelulosa y gel de fosfato de cal--
cfo. A pesar de haberse usado en este laboratorio es--
quemas de purificacién basadas en el uso de técnicas de
cromatograffa de afinidad (40) y de haber sido reporta-
do purificaciones considerables de la GAD por el uso de
columnas de afinidad tales como la reportada por Yamagu
chi et. al. (61), en el presente trabajo se evit§ el --
uso de dichas técnicas debido al bajo rendimiento de -~
GAD que es posible obtener en forma libre mediante el -

uso del sistema de cromatograffa de afinidad de Possani
et. al. (40) y debido a que no fué posible reproducir -
los resultados de Yamaguchi et. al. (61). Dentro de --
los

experimentos contral realizados, la liofilizacién -
resulté el procedimiento de elecci6n para la purifica--

cién de la GAD, pues es posible obtener un buen factor
de concentraci6én y no dafar su actividad.

Al final de la concentracifn con polietilengli
col se encontré un aumento considerable en la densidad
del extracto concentrado de manera que, la pérdida to-
tal de la actividad producida por este procedimiento,
podrfa ser debida al paso de monémeros y oligbémeros de
esta sustancia al interior del tubo de di&1isis uttli-
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zado para la concentractén de la GAD. La pérdida de ac

tividad consecutiva a su precipttacién por sulfato de -
amonio puede ser explicada tanto por efectos inhibito--
rios del ijon amonio, como por efectos desnaturalizantes
debidos a transiciones bruscas en el pH de la prepara--
cién, producidas por la adicién del sulfato de amonio
En apoyo de 1o anterior, estd el hecho de que cuando la
precipitacién de la GAD se hace por di§1isis al equili-
brio, que al hacer gradual el incremento en la concen--
tracién de sulfato de amonio,minimiza los cambios en el
PH, 1a pérdida de la actividad fué menor.

La GAD precipitada al cambiar el pH de los ex--

tractos de 7 a 4.5 podfa ser solubilizada en su totali-
dad al regresar el pH a 7.

Por 1o que se refiere a la purificacién y de --

acuerdo con los resultados obtenidos por Wu, et. al. --
(57), fué posible detectar la presencia de dos formas -

moleculares de la GAD, después de procesar los extrac--

tos crudos de cerebro de ratén por cromatograffa de fil

tracidn. Una de las formas moleculares aparecid en el

volumen de exclusién de 1a columna de Ultrogel AcA 34 y
por consfguiente su peso molecular excede de los - - -

350, 000 ya que este es el 1imite de exlusién de la co--

Tumna utilizada. La otra forma molecular aparecid den-

tro del volumen inclufdo y mostré un peso molecular de

89,000 (datos no publicados del laboratorio) que coinci
de con el de 85,000 encontrado por Wu, et. al. (57), pa
ra l1a enzima purificada Es interesante sedalar que --
cuando los extractos crudos se concentraron mediante el
uso de membranas de Amicén bajo presiones considerables
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la forma de alto peso molecular de la GAD no fué detec-
tada. Aunque no se conoce la relacién que puede exis--
tir entre estas dos formas moleculares de la GAD, 1a --
forma de alto peso molecular como ha sido sugerido por

Wu et. al. (57), podria representar un agregado consti{-
tufdo por diversas moléculas de GAD de bajo peso molecu
lar. De ser este el caso la desaparicién de la GAD de

elevado peso molecular tras la aplicacién de presiones

elevadas, podrfa sugerir qQue en el supuesto agregado -~
las diversas moléculas de GAD se encuentran asociadas a
través de fuerzas que en su mayor parte son de baja ---
energfa. Dado el poco conocimiento que se tiene de 1a

forma de alto peso molecular de la GAD, asi como el ma-
yor rendimiento obtenido para la forma de bajo peso mo-
lecular, los pasos de purificacién subsecuentes se¢ rea-

lizaron utilizando exclusivamente la forma de bajo peso
molecular.

Como se mencioné en la seccién de resultados, -
la purificaci6n obtenida para la GAD fué del orden de -
137 veces; sin embargo corrigiendo conservadoramente --
por las pérdidas de actividad experimentadas por la GAD

obtenida después de 1a fraccionamiento en DEAE-Celulo-

sa, se podrfa asequrar que el grado de purificacién es
mayor de 180 veces, aunque podria ser mis elevado. En
apoyo de lo anterior puede observarse que los geles de

poliacrilamida realizados con diversas preparacfones ob
tenidas durante la purificacién de la GAD, seflalan la -
desaparicién en la preparacién final de¢ GAD obtenida --
después de la cromatograffa de fosfato de calcio, de nu
merasas bandas de protefna presentes en los extractos -
crudos, asf como el enriquecimiento considerable de una
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banda que aparece en la regién del gel en el que se en-

cuentra }a GAD. Es claro, sin embargo, que se requiere

mds trabajo experimental, para lograr una preparacifn de
GAD suficientemente pura,como para poder generar anti--

cuerpos que especificamente se encuentren dirigidos con

tra esta enzima. E1 hecho de haber encontrado condicio

nes que permiten estabil{zar a 1a GAD abre la posibili-
dad de Implementar el presente procedimiento de puri{fi-

cacidn con nuevos pasos cromatogr&ficos que permitan la
obtenci6n de una protefna homogenea.
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