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sus dones.

Richard Bach.
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porque siempre han estado ahi.
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ITNTROBUECCECELON 3

El &cido gamma - Aminobutirico (GABA) fué identifica-
do en el cerebro de varios mamiferos, inclufdo el hombre,
en 1950 (Roberts y Frauker, 1950) y evidencias posterio -
res permitieron sugerir que podria actuar como un neuro -
transmisor inhibitorio en el Sistema Nervioso Central del
mami fero (Obata y Takeda, 1969). Se ha demostrado que el
GABA es uno de los neurotransmisores inhibitorios gue se
presentan en el Sistema Nervioso Periférico de ciertos -
crustéceos (Fatt y Katz, 1953; Dudel y Kuffler, 1961; -
Takeuchi y Takeuchi, 1965; Otsuka, Iversen, Hall y Kra -
vitz, 1966).

Aceptando la hipb6tesis de que el GABA actfia comc un

mediador quimico inhibitorio en los mamiferos, se ha suge

rido que una deficiencia en el contenido de GABA por el

Sistema Nervioso Central podria ser un agente causal de

crisis convulsivas que afectan al humano, y que las cri -

sis pueden ser prevenidas mediante la administracibén de

GABA (Davidson, 1976).
Desafortunadamente la barrera hematoencefélica es po
co permeable al GABA (PGrpura, Girado, Smith y Gbmez, ---

1958) debido al momento dipolar del aminoé&cido, por lo --



gue las cantidades que debe ser administrado para preve-
nir las crisis convulsivas son excesivas y probablemente
tbxicas.

Teniendo en cuenta lo anterior se plante6 la sinte-
sis de una molécula que fuese andloga al GABA, pero gue
atravesara facilmente la barrera hematoencefélica, con -
la esperanza de que dada la similitud estructural, la --
substancia sintetizada se uniese a los mismos sitios re-
ceptores membranales para el GABA y gque tambien manifes-
tase una similitud funcional. Asi pues, se sintetiz6 1a
5 -etil, 5 - fenil pirrolidinona (EPP) molécula an&loga -
al GABA, la cual gracias a la ausencia de cargas y a la
presencia de grupos etilo y fenilo seria més lipofilica
por lo que atravesaria facilmente la barrera hematoence-
félica.

De acuerdo con las expectativas, la administracibn
de la substancia sintetizada, produjo disminucibén o pre-
vencibdn de las crisis convulsivas inducidas en ratas por
diversos agentes (Peréz de la Mora y Tapia, 1973). Pues
to que entre los diversos modelos experimentales se ha -
utilizado para producir crisis convulsivas a la bicuculi

na - considerada como antagonista por competencia del GA



BA (Curtis, 1971) -y que el EPP tambien fué efectivo para
prevenir o disminuir las crisis bicuculinicas se afianzb

la idea de que, efectivamente, el EPP era un andlogo tan

to estructural como funcional del GABA. Posteriormente -
Nathan, Massieu, Carvajal y Tapia (1977) decidieron anali
zZar por resonancia magnética nuclear la substancia sinte-
tizada para comprobar que se trataba efectivamente de EPP
ya que hasta ese momento no existian pruebas rigurosas de
este tipo; la identidad de la molécula habia sido adjudi-
cada por simple l6gica al seguir el proceso de sintesis.

Sorprendentemente, la substancia analizada no fue el EPP

sino la gamma - Hidoxi, gamma - Fenil Caproamida (HIPC2Z).

A pesar de que el GABA y la HIPCA tienen importantes
diferencias estructurales entre si tal como se ve en sus
f6rmulas, (ver fig. 1) ello no invalida 1la posibilidad -
de que ambas substancias tuviesen efectos funcionales si-
milares. 8in embargo, en trabajos posteriores, se obtu —
vieron resultados diferentes a los previamente publicados,
ya que en fibras aferentes primarias de la médula espinal
de gato, la HIPCA produce un efecto facilitatorio, en lu-
gar de la inhibicibn presindptica que produce el GABA (Mu

fioz - Martinez y Jimenez - Dueiias, 1977).
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Figura 1.

Fébrmulas estructurales de las substancias en estudio.



Para ayudar en la solucibén de esta contradiccién, -
se realizb un estudio de la actividad de la HIPCA sobre
la contraccitn del mGsculo abductor de la guela del aco-

cil pProcambarus clarkii (Girard).

Los mGsculos de los crustéceos proveen un material
inico para el estudio del modo de accibn de las sinapsis
inhibitorias. Ante la posibilidad de que la HIPCA actua
se como un agonista del GABA, se escogié esta preparacidbn
en la que se ha comprobado gue el GABA es el mediador in-
hibitorio (Otsuka , Iversen, Hall y Kravitz, 1966).

Por lo tanto, si la HIPCA fuera un agonista del GA-
BA, produciria una respuesta motora similar a la del mis

mo GABA.



MATERIAL Y METODO :
Para determinar el efecto de la HIPCA, se utilizaron

nueve quelipodos de acocil Procambarus clarkii (Girard),

corténdolos lo méds cerca del plano autbénomo del organismo.
Con tijeras de cuticula se retir6 el exoesqueleto de la -
cara interna del propodito. Posteriormente en la cara in
terna del propodito. Posteriormente en la cara interna -
del dactilopodito se hizo un corte rectangular seccionén-
dose el mGsculo extensor, por donde se introdujeron los -
electrodos de estimulacién. Ademas se cortd la punta del
brazo fijo de la guela y con una aguja se perfor6 para —-
permitir el libre fluido de la perfusibén. (Ver fig. 2)

En cada quela se registr6 la respuesta al estimular
directamente sobre el misculo abductor. La intensidad de
la estimulacién en cada experimento se ajusté a ser supra
maxima.

En todos los experimentos se tomaron registros testi
go antes de administrar las drogas. El periodo testigo -
variaba dependiendo del tiempo que tardara en estabilizar
se la contraccibn. Despues de los periodos testigo se ad
ministraron las siguientes drogas mediante el sistema de
perfusién; HIPCA (Sigma P.M. 207) en dosis de 10 - a 10~°

: ) -2 -7
M, GABA (Sigma P.M. 103) soluciones de 10 a 10 M, ¥ -
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Figura 2.

Los electrodos de estimulacidn estan conectados a una —-

unidad de aislamiento del estimulo (Grass modelo SIUSA),

la cual a su vez se conecta a un estimulador (Grass mode-
lo 88). EIl dedo fijo de la quela recibe el flujo del sis
tema de perfusibn, por medio de una manguera de létex, --
gue a su vez mediante otras mangueras de l&dtex. se conec-

ta a tres botellas de suero, dos de las cuales se utili-

zan para las diferentes drogas y la tercera para la Solu-

cién de van Hareveld con el cual se lava la preparacidn.



Picrotoxina (PTx, Pfaltz & Baver, Inc. P.M. 602.57) a -=
una concentracién de 10_4 M. Aforandose en cada caso con
Solucibébn de Van Hareveld.

La aplicacibén de la PTx - antagonista del GABA (Takeu
chi y Takeuchi, 1969) - es con el proposito de probar el
sistema de perfusibn y que las drogas aplicadas alcancen
los posibles sitios donde ejercen accibn.

Los periodos de administracién de cada una de las do
sis fluctuaron entre 3 y 4 minutos esperando hasta que la
respuesta se estabilizara, posteriormente se lavaba la --
preparacibébn por un lapso de 10 a 15 minutos con Solucibn
de Van Hareveld esperando la recuperacibn de la contrac--
cibn, antes de administrar una nueva dosis. La secuencia
de administracién siempre fue de menor a mayor molaridad.

Se 1llevo en papel un registro continuo de la respues
ta del mGsculo abductor, amarrando el brazo movil de la -
quela a un transductor de desplazamiento previamente cali-
brado (Grass modelo FTO03C) conectado este directamente a
un poligrafo (Grass modelo 7D). (Ver fig. 2)

Los resultados se analizaron tomando el porcentaje -
del decaimiento de la respuesta, considerando la respues-

ta control previa a la administracién de la droga, comoc -



el 100%.



RESULTADOS

.

I.- EFECTO DE LA PTx SOBRE EL ABATIMIENTO DE LA CON-
TRACCION PRODUCIDA POR GABA.

En la figura 3, se muestra que el GABA produce un aba
timiento practicamente total de la contraccibén y que des-
pues de la aplicacibn de la PTx, tiende a restablecerse y

aumentar en su amplitud.

II.- ANALISIS COMPARATIVO DE LOS EFECTOS DEL GABA Y
DE LA HIPCA.

El efecto que producen diferentes concentraciones de
GABA v de HIPCA sobre la contraccibén del mfisculo abductor,
se muestra en la figura 4 y en la tabla 1 se representa el
porcentaje de disminucién de la contraccidtn del mfisculo,

En primera instancia, se observa gue existen notables
diferencias, tanto en el porcentaje del efecto méximo, co
mo en las concentraciones para lograrlo, con las dos sus-
tancias. Esto es, el GABA produce su miximc =fecto en —--
concentraciones que varfan de 10_5 My 10"4 M, mientras -
que la HIPCA lo produce entre J.‘:)'-2 My 10_1 M. Por otra
parte el GABA disminuye hasta en un 65% en promedio la am

plitud de la contraccibén mfiscular de la quela, mientras -
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Figura 3.
Accidén de la PTx sobre la disminucién de la contraccibn -

del mGsculo abductor producida por la aplicacién de GARBA.
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Figura 4.

Registros de la accibdn de diferentes concentraciones de -

GABA (A) vy de HIPCA (B) sobre la contraccibén del mGsculo

abductor de la guela del acocil. No se muestra la recupe

racibén de la contraccién en la figura ya que el lavado de
la preparacibn es muy lento (de 10 a 15 minutos)e
La frecuencia de la estimulacién es de un pulso cada 20

segundos.



que la HIPCA, la disminuye en un 40%.

Para determinar en una forma més precisa las diferen
cias entre los efectos de ambas substancias, se obtuvieron
por interpolacidén en la gridfica dosis - respuesta (ver fig.
5) los valores de las concentraciones con las que se pro-
ducirfa la mitad del efecto mé&ximo (Dosis media), las cua
les resultaron ser para el GABA: Dm= 5.3 x 1{2'4-‘7 M y para
HIPCA: D~ 6.4 x 10_4 M. El cociente entre las dosis me-
dia de ambas substancias nos puede dar una idea de que --
tan potente es una con respecto de la otra. De la cual -
se tiene que el GABA es 1200 veces méds potente gue la HIP

CA en producir tal respuesta.



TABLA 1.

+
EFECTO (%prom. .. ds, n=8)

DOSIS (M) GABA CAPROAMIDA
1077 19F 2,37 "
6 i+
10 46 - 7.02 0
=5 -
10 63.5 ~ 5.08 0
-4
10 62 ¥ 2.33 17 T 3.98
- +
1072 60 ~ 1.70 46 T 4.8a
- +
367 65 L 2.70 41 = 4.52
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DIsSECUYSsSION

I.- EFECTO DE LA PICROTOXINA.

Esta observacién tuvo como finalidad el establecer --
que el sistema de perfusibén que se utilizarfia en el presen
te estudio fuera el adecuado para aplicar distintos tipos
de drogas y observar si estas tendrian efecto sobre la --
contraccién del mGsculo abductor. De acuerdo a los resul
tados que se obtuvieron con la PTx, ‘se puede considerar —-
que el sistema de registro y de perfusibn son los adecua-
dos para un estudio de esta indole.

Sin embargo los resultados obtenidos en esta observa
cibén, sugieren que ante la estimulacibén general de la pre
paracibén se podrfan activar los posibles mecanismos impli
cados en la generacibn de la contraccifén del mGisculo ab-=
ductor del acocil, esto es, el mecanismo contractil del -
mGsculc, asi como a las terminales nerviosas excitadoras
e inhibidoras que se encuentran en esta preparacibén. En
el caso de las terminales inhibidoras se pueden activar -
las de tipo presindptico que inciden sobre las terminales
excitadoras y de tipo postsindptico que inervan a las fi-
bras musculares. Por lo que la contraccién resultante se

ria la suma de los efectos debidos a la activacién de los



mecanismos mencionados. Aunque se desconoce la magnitud
del efecto que poseen las inhibiciones (pre y postsindpti
cas) sobre la contraccién del msculo.

El efecto producidv por la PTx sobre la contraccibn
del mGsculo (fig. 3) indica que las inhibiciones (pre y -
postsindpticas) al verse bloqueadas permiten que los meca
nismos contractil y excitador se manifiesten con mucha ma
yor intensidad, produciendo una respuesta del doble de la
control. De lo gue se puede inferir, que los mecanismos
inhibitorios juegan un papel muy importante en la expre--

cibn contractil del mGsculo.

II.- EFECTO DE LA HIPCA.

Puesto que en los resultados se presentan diferencias
muy notables en el efecto de las drogas, tanto en las con
centraciones de las mismas que produzcan la disminucibén -
de la contraccibn del mGsculo, como en la magnitud de la
respuesta, ademas de que la HIPCA sea 1200veces menos po--—
tente que el GABA, permite cuestionmar la similitud funcio
nal de la HIPCA con el GABA.

En base al hecho de que la forma de la curva dosis -
respuesta para la HIPCA sea similar a la del GABA, pero

de menor amplitud, se podria sugerir que esta substancia



es un agonista parcial del GABA (Goldstein, Aronow y Kal-
man, 1969). Sin embargo, las altas concentraciones a las
gue la HIPCA tiene accibn, permiten la posibilidad de que
esta droga actue sobre otros mecanismos que sean los cau-
santes de tal efecto y no necesariamente sobre el receptor

postsindptico especifico al GABA.



CONCLUSIONES :
l1.- El GABA tiene un efecto inhibitorio sobre la con

traccibén del mGsculo abductor.

2.- ILa PTx invierte ek efecto producido por el GABA

sobre el msculo.

3.- Estrictamente no se le puede considerear a la -

HIPCA como un agonista del GABA.

4.- La metodologia enpleada no permite descernir cua
les serian los posibles mecanismos con los gue la HIPCA -

realice el efecto observado.
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