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RESUMEN
La actividad de 1a glutamato descarboxilasa (GAD, EC
4.1.1.19) en homogenados de corteza #frontal, cerebelo. hipocampo
y cuerpo estriado de ratas en desarrollo. de 5 edades diferentes,
se determiné por un método radiométrico basado en la produccidén

de l.l.‘.C)z a partir de **C-icido glutamico en presencia y ausencia

de =su coenzima, el fosfato de piridoxal (PLPY. En las cuatro
regiones estudiadas se obhservéd que la actividad de la GAD ge
incrementd con respecto a edades tempranas (10 a 15 dias), pero
disminuyé en etapas ldulgas (80 dias). Esta discrepancia puede
deberse a que el incremento de la proteina con respecto a la edad
no sea directamente proporciconal al incremento de la actividad de
la enzima (GAD). La regién que alcanza mas rapldo el mdximeo de
actividad con respeetc al desarrollo es la corteza frontal a los
15 dfas (50.8 nmoles de COax/mg de prote{na/20 minutos), seguida
de estriado (48), cerebelo (45,3) e hipocampo (41.8)

El aumentc de la actividad de la GAD durante el
desarrollo de la rata varia en las distintas regiones estudiadas.

En cuanto a la activacién por FLP es bien sabido que et
pagel de esta coentima en la actividad de la GAD es fundamental
ya que sin ella se madifica importantemente la produccién de
GABA., La mayor activacién observada fue en hipocampo y en cuerpo

estriado en etapas tempranas del desarrollo de la rata,



I.INTRODUCCTION

Desde 1950 en que se descubrid la presencia del écido 7-
aminobut{irico (GABA) en 21 sistema nervioso central (SNC) de
vertebrados, se han encontrado maltiples evidencias a favor de su
papel como el neurotransmisor inhibitorio mas abundantemente
distribuido.

La biosintesis del GAEA se lleva a cabo por la glutamato
descarboxilasa (GAD), enzima que cataliza la =« descarboxilacidn
del dcido glutémico. La degradacidn se realiza a través de una
reaccién dae transaminacidén can a-cetoglutarato par la
transaminasa del GABA. Ambas enzimas dependen del fosfato de
piridoxal (PLP) como caenzima (forma activa de la wvitamina Bg),

ta importancia de 1la GAD como paso limitante en la
sintesis del GARA fueé evidente desde los estudios iniciales en
que mostraron la relacidn entre la inhibicidn de la GAD jin yivg y
la aparicidn de convulsiones.

Aunque algunos compuestos endégenos pueden modificar la
actividad de la GAD —por ejemplo, el zinc o el a-cetoglutarato-~
(Tower, 1976), existe mucha evidencia de que el PLP juega un
papel fundamental en su regulaﬁidn. La dependencia de la
actividad de la GAD ﬁor el PLP es un fendmeno que ocurre nro
solamente {n wvitrea, sino también in vivg como se espera de un
regulador fisiolégico (Tapia y cols., 1975b; Tapia y Meza Ruiz,
1975; Sims y Pitts, 1970), Cuando la concentracidn de PLP se
disminuye farmacoldgicamente en el cerebro, inhibiendo a 1la
cinasa de piridoxal, o como consecuencia de una dieta daficiente

de piridosxina, la actividad de la GAD disminuye, Estas



manipulaciones de los niveles de PLP suelen resultar en
convulsiones en los animalés de experimentacidn y mas aun, Tower
ha mostrado gue en nifdos con dietas deficientes en piridoxina
sufren convulsionas que desaparecen al admimistrar vitamina Fe
intravenosamente (Tower, 1974). En cerebro de ratdén se ha
reportado que algunas propiedades de la GAD, tales como
sensibilidad a la hipotonicidad, al Tritén X-100, centrifugacidn
y calentamiento a 37°C, son d:+erentes entre la GAD del recieén

nacido y la GAD del adulto (Tapia y Meza Ruiz, 1%975; 1976).

La preeencia, en el recién nacido, de una forma de GAD
gusceptible a cambios ambientales podria explicar el patrén de
escitabilidad diferente, mostrada en animales jévenes comparado

con adultos.

El objetivo da la presente tesis es valorar la actividad
de la GAD en regiones del sistema nerviaso central
involucradas con la conducta motora (cerebelo,corteza frontal,
hipacampo y cuerpo estriado) durante el desarrollo ontaogénico de

la rata y los cambios &n la activacién por su eoenzima, el PLP.
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I1I. ANTECEDRDENTES
11.1. Antecedentes histdricas

Eptre  los resultados mds notables praducidos par la
investigacidn sobre la arganizacidén del sistema nerviosn, surge a
finales del siglo XIX, la tearia newonal 1la cual desterrd la
idea de estructura reticular o de sincitieo (en fFarma de redes)
del GSNC, sostenida por Camilo Golgi, gquien postuld que las
neuronas son las unidades anatdmicas v funcionales del sistema
nerviase y que la comunicacidn entre ellas debia entenderse en
términos de una continuiéad fisialogica y no fisica.

La falta de continuidad anatémica estd dada par el
aspacio sindptico de aproximadamente 20 nm que impide e paso
directa del impulso eléctrico. Estos hallazgos llevaron a
plantear unad %Zeoria quimica de la comunicacidm nsuranal.

La teoria gquimica de la tranamisidn sipaptica se
inicid en 1848 con Du Bois Raymond, quien postuld una sustancia
quimica excitadora como la responsable de la cantraccion
muscular. En 1897 Sherrington propone el término sinapsis. En
1904 T,.R., Elliet, sugiere que la adreralina podria ser un
neuratransmisor secretado en las terminales de las nervias
simpaticos vy 20 afos mias tarde 0. Lewi demuestra que al estimular
el nervio vago se libera una sustancia capax de inhibir @l latido
cardiaco. Actualmente son  numerosags los neuratransmisores
postulados y las bases de la sinaptologia se encuentran muy

consotidadas.



Las terminaciongs Nerviosas, axones v dendritas  (celula
presindpticalr permriton a Ias celulas 2stablecer coneriones =ontre
3i3 de osta narera £@ LNTEJran C1rcuitos aue cuedar saor doraados
por dos o mds reuronas. Las torminacintes @#stablecen contatte con
otras neuronasz (celulas postsinapticas: por medio de unicnes  aue

s2 conacen como sinapsis (Figura 1),

botdn mitocondrias vesiculas
sindptico sinaatlcas

andn

membrana presiniotica

memorana pestsinaptica

celula €7
glial

cuerpo celular

nicleo de la neurona

Figura 1. RFeprosentacion esquemndtica de una sinapsis
Tomada del libro Bioauimica Medica, slewsholme v Leech, pagirna 647
Ed. lnteramericana. 1987.

Las sinapsis representan sitios especializados de las
suparficies de las neuronas que son capaces de conectar a  unas
con otras, permitiendo el paso del impulso nervioso, generalmente
en un solo sentido.

l.a memhrana de las células poseen una diferencia de
potencial. siendo el interior de las mismas negativo respecto al
wirarior, [or nanvencion oste potwncial de rooboso de ta mombrana

a8 2/BEr1DE CON UN 519N0 MENOS.

[



Un potencial de accidn nervioso iFA) o0 i1mpulso nervioso
se inigia en una regidn de la membrana en respuesta a un estiavio
superior a un nivel umbral. £sto se dHetecta primero por ura
rdpida daflexion del potencial interno de repose, de su valor
negativo hacia cero, vy luego sin interrupcion hacia valores
positivos., Easta reversicén local del potencial de membrana ze debe
a un repentino aumento selectivao de la permeabillidad de la
membrana al ion sodio que fluye rdpidamente en direccidn a su
gradiente de concentracidn. Rdpidamente la membrana se repolariza

& causa del aumento de la permeabilidad al potasio.

11.2. Transmisidn sindptica.

Un  neuwrotransmisar se congideraba como una sustancia
quimica que, se liberaba de la neurona como reuspuesta de la
llegada de un  impulso nervioso capaz de modi ficar la
excitabilidad de 1la célula postsindptica en donde ejercia su
accion. f. Werman intenta, en 1964, formalizar los critertos para
la identificacidn de mediadores quimicos en el sistema nerviosa.
Sin embargo no intenta definir lo que s un neurotransmisor en
relacidén con log criterios de identificacidn utilizadon
antariormente sino a la lux de las nuevos postulados que suglere.
Los criterios fisioldgicos y farmacoldgicos utilizados en esa
época sa& enriquecleron por nuevas técnicas de registro por medio
de microelectrodos Yy con el enfoque bilequimico enperimental
aplicado &l problema. De esta manera Werman establece seis
criterios bdsicos para que una sustancia pueda sar considerada

come neurotransmisor:

11



1 identidad

inducir el mismo resultado que el transmisor natural

postsindptica. Es deecir,

mecanismos la conductancia

2) Presencia de enzimas determinantes de la

de accidn:

debe modificar a través de

el transmisor propuesto debe

en la célula

los mismos

iénica de la membrapa.

sintesis del

transmisor putativo en 1a neurona que lo produce.

3} lnactivacidn.
la eliminacién del transmisor

4) Presencia. E1l

presente en la neurona

potencialmente accesible para

Presencia de un sistema determinante de

una ve: efectuada su accién

transmisor propussto debe agtar

que lo produce Yy encontrarse

su utilizacidn.

5) LlLiteracién del tranamisor. Durante la estimulacidn

nerviosa, la sustancia transmisora debe ser detectada en el

fluido extracelular de la regién de la sinapsis activada.

&) ldentidad farmacoldgica. Agentes farmacaldgicos que

interactien con elementos de la transmisién sindptica deben

modificar los efectos que produce el neurotransmisor fisiolégico.

Se ha aceptado que un mediador qui{mico se libera de los
elementos presindpticos cuando las aferentes a esa neurona son
estimuladas. Esto involucra la activacién de los mecanismos de

liberacidn por el incremento en la concentracidn interna de iocnes

calcio en las terminales nerviosas.

De los neurotransmisores inhibidores del sistema

nervioso central, el mas ampliamente distribuido es el dcido 7=

aminobutirico (GABA).



11.3. Acido 7-Aminobutirica (GABA).

La oxistencia del GAen 2n el cerebro se descubrid  en
1750, simultinza pero independientanente por Roberts v Awapara.
E1 intzres oor el =studic de este amincdcido se ariging.
1niztalmente, por el  hallazgo de gue su concentracidn mas
impnrtante se alcanza en 21 3NC, a diferencia de otras
droanos {Wu, 1978}, vy poraue con técnicas neurofisioldgicas se
demostro gque =1 GARA tenia efectos innibidores en la sinapsis.

La cencentracidn total 2n el cerebro humano es de 2
pg/mg de tejido (Tapia. 1%83).

La inhibicion post—-sindptica eg debida a la
nioerpolarizacion. como resultado de la interaccidn del GABA con
su receptor, que da como resultado un aumento en el flujo del idn
Cl" La inﬁxbicidn mediada por 2l GADA es uno de las mecanismos

fundamentales de la regulaciéh de la actividad neuronal.

I1.3.1. Metabolismo del GABA.

A diferencia de otras vias metabdlicas, gue scn
multienzimiticas, la da2scarbo:ilasa del scido L-glutamien  (EC
4.1.1.18) es el dnico paso. y oor consiguiente el limitante. en
la via biogsintética del GABA. Este sistema enzimdtico esta
constituids por los siguisntes =2lomentos: El sustrato que es el

aminoacido L-glutdmico (Figura 2).

HB0C-CHa~CHo-CH-CCON
X3

Jigwra 2. Estructura gquimics dal acido L-gtutimico.



La apoenzima gu2 25 la BAD v la coenima  gue  es 2l

fosfato de piridoxal (FLP, la forma activa de la vitamina Ba).

La piricoxal Z3inasza cataliza ta hranzfzrencia d2l arepns
fosfortl del ATF al grupo higrosimetil a2l oiridosal., Foraando

FL¥. Figurs 2.

HsC N +ATE Hal it JH
{ RN ——— I AN |
HD, b CHOH oiridonal HO LA CHz=0~F~GH  + NADF
zinasa
HO CHO G
Piridoxal Fosfato de piridoxal
Figura T Reaccidn dz  fosforilacion del pirizonal peEe

transferencia del grupc fFosrtorileo del ATF v la enzima ©niridosal
cinasa, con la subsecuznt2 Formacion de Fosfato  de niridosal
(FLP).

La GAD lleva a cako la descarboxilacidn del carbonile I
del dcido glutdmico, dancs comb Droductos diroctamente GARA v

dionido de carbono {(Tapia, 1783 : Kurivama, 1960) Figura 4.

COoOH £ooH
!
‘l’:H:' ZQa CHo
&H: —L> (EH?
GAD L
H-COCH CHa
| {
MH= NH=z
GLUTAMATO GABA/

Fiqura 4. Biosintesis del GADA.



La enmzima requiere de fosfato de pirideoxal para poder
llevar a cabo la descarboiilacidén del sustrato. E£ste mecanismo
involucra la formacidn de una base de Schiff entre el PLP y el
aminoacido, seguida por la descarboxilacién, y un protén del

medio remplaza el enlace entre el carbono ¢ y el carboxilo.

(Figura §).
Enzima-(CHa) a~NHx—
Enzima Aminodecido H
L sustratao L
(CHa) o R-C-CO0—
| H |
!: N
f! R-t-COO- i
0 C-H | 0 c-H
11 ~NH= [}
~0=-P~0HaC —p~ I OH > ~“0-P=0H=2C_ 2~ cH
. — R
- N CHx - CHx
Base de Schi+f del FLF Base de Schiff del PLP
y la enzima y el aminodcido sustrato

R= E00H-CHz-CHz-

Figura S. Farmacidén de la base de Schiff con el grupo aldehido
del PLP y el 4cido L-glutdmico. Tomada del libro Biochemistry,
Stryer Lubert, 2a. edicidn, pag. 409,

La GAD, en contraste con otras enzimas dependientes de

vitamina Be, €5 susceptible a deficiencias de PLP in vivg e in

yitrag (Tapia y cols., 1975b, Sims y Pitts, 1970; Tower, 1974).

La degradacién metabdlica del GABA ce 1lleva a cabo
mediante la actividad de la transaminasa del GABA (GABA-
T)e enzima que también requiere de fosfato de pirido:al como

coznzima.



ta GABA-T cataliza la transferencia del grupo amino del
GABA al Acido a-ceteglutarico, dando como productos semialdehido

succinico y dcido glutdmico (Figura &).

cooH COoH COOH COOH

L | | l

Ha C=0 CHa CH-NH2
GABA-T

éH: + éH, > &Hg + &H,
4

&H: &H, éN-D éH,

LH: Loon Loon

" GABA x-ceto- Semialdehido
glutarato euceinico Glutamato

Figura &. Transaminacidén del GAEA catalizada por la GABA-T.

Durante el! catabolismo del GABA se regenera 4&cido
glutamicosy de aqui podria concluirse que éste estaria nuevamente
disponible para servir como precursor del GABA, dande la
impresién de un ¢iclo. Sin embargo, es sabido que la transaminasa
mds importante desde el punto de vista cuantitativo en el cerebro
es la transaminasa glutamico-oxalacética, enzima gue al catalizar
la transaminaciéon entre los Acidos aspdrtico y x-getoglutarico da
origen a la mayor parte de la alta concentracidén de glutamato que
eviste en el tejido nerviosy. Se ha demostrado que en este tejido
el glutamato practicamente estad formando parte del ciclo de
Krebs, pues estd en un equilibrio dindmico de rdpida
interconversidén con el a-cetaglutarato - Recientemente,
utilizando estudios con resonancia magnética onuclear se ha

ancontrade que la mayor paprte del GABA siptetizado en el cerebro

16



proviene de una pora de glutamato que deriva de intermediarios
del ciclo de Krebs a partir de la via anaplerastica que involucra
a la piruvato carbositlasa {PL) gue transforma el dcide piruwvico a
acido oxalacatico {(Brainmard vy cols., 198%7). Figura 7.

Se han descrito vias alternas para la sintosis del GABA.
€1 7r-hidroxibutirato (GHBA) puede formarse a partir del GABA oen
el caerebro, asi como el GHBA puede ser convertido a GABA por uns
ruta inversa

Algunas poliaminas, han sido proba&as como posibles
precursbras del GABA en @l cerebro. Una de éstas es la putrescina
(1,4- diamino butirato), que probablemente sea un precursor de
GABA en el cerebro de pez. Los resultados experimentales
sugieren gque la putrescina es upn importante precursor del GABA en
el cerebro de especies de sangre fria.

H;ce algunos afos, se demostré que en el cerebro de
ratdn existe upa ruta metabdlica a partir de la putrescina, via
monoacetil putrescina y acido N-acetil-7t-aminobutirico a GAEA,
Los pasos principales de esta ruta se muestran en la Figura

8. (Seiler y cols.., 1973),



Acido pirdvice

Acrtil Co-A

—>rEttrato —-—-—____*_\

%Asnm‘tata

Glutamatao x-ceto-
3 glutarat

Ac. Pirdvica —> O):al‘."acetato

Malato
N

Semialdehidq GAEA
succinico

Fumarato @
g W
Succinato

Figura 7. Relaciones entre ¢l ciclo de krebs v el metabolismo del
GABA. Las reaccioes numeradas 1 a 4 representan la secuencia de
la produccidn del GABA dentro deil ciclo.

Tomada del libro Amincdcidos y péptidos en la integréciéq de
funciones nerviosas, Pasantes—Morales y Aréchiga, pdg.sd



s}

Il
NHz=(CHz) a=NH=z + CHa~C~-5CoA
putrescina Acetil CoA

@ |
[l
CHs ~C~NH~ {CHz) a=-NHz
monoacetil putrescina

monoamino oxidasa
+1/2 9,
o A4

CHa-C-NH-{CHz) 3-CHO + NHa3
N-acetil-T-aminobutiraldehido

,

I
CH3-C—~MNH= (CHz) 3~C00IH
Acido M-acetil-T-aminobutirico

deacetilasa

v

NHz~ (CHz) -COOH

GABA

Figura 8. Ruta metabélica del BABA a partir de la putrescina en
el cerebro de pez. Tomada del libro GAEA in Nervous System
Function (Roberts, E., Chase, T.N., y Tower, D.B,, eds). Raven
Press, New York. pp. 62-43.

19



I1.3.1.1. Glutamato Descarboxilasa (GAD). .

La GAD (EC 4.1.1.15) ha sido completamente purificads
del cerebro de ratén {Wu,1973) y del cerebro de conejo (Brandon,
1984). Y se han hecho intentos de purificacidén del cerebro de la
rata (Dertel, y col.,1980) y del hombre. Ademds se han realizado
gstudios en OGAD semipurificada de cerebro de cerdo (Martin vy
cols., 1980}, Tiena un peso molecular de aproximadamente 90,000
daltones vy es posible que esté formada por seis subunidades de
15,000 daltones.

Se han preparado anticuerpes contra la enzima
purificada o semipurificada, los cuales han gido uwtilizados para
localizar con métados inmunohistoguimicos algunas de las vias

GABA-érgicas en el SNC (QOertel y col., 1980).

11.3.1.2. Relaciones entre el fosfato de piridoxal y actividad

de la GAD.

La regulacidén de la actividad de la GAD parece llevarse
a cabo fundamentalmente por medio de su coenzima, el fozfato de
piridoxal (FLF) (Meldrum ,1975; Tapia y Meza Ruiz, 19753 Baxter,
197&4s Tower, 1974),

No solamente la GAD es activada notablemente cuando se
agrega la coenzima al medio de incubacidén in vitrg, wino que
ademds existen numerosas evidencias que indican casi can toda
seguridad, que la actividad de la GAD depende del PLP también in

viva, Ge ha demostrado que la actividad de la GAD disminuye



cuando se

piridozal (enzima que

pasa limitante en la

alimenta con una dieta

Stephens, 15969). Esta

revierte, tanto por la

por la adicioen de PLP in

y cols,, 1L273b).

del PLP en el cerebro
reguladores de

determinaron la

completps de ratén adulto,

con

resultados demostraron

inyectan a los animales drogas que

Eatos resultados indican gue la

la actividad de la GAD. BEaydn v

actividad

un amplio limite de concentraciones de glutamato y FLP.

inhiben la cinasa de

cataliza la fosforilacioén del gpiridoxkal,

sintesis de la coentima) o cuando se li2g

deficiente de piridoyina (Dakshinamurti, y

disminuci0n de la actividad de la GAD

=1=]

administracidn in vivo de piridoxina. como

vitrao a las mezclas de incubacidn {(Tapia

disponibilidad

es, uno de los mas importantes mecanismos

cals. (19773,

encimatica de la GAD en cerebros

a través del comportamiento «cinékico,
Los

que existen dos actividades diferentes de

la BGAD, una dependiente y otra independiente de la copcantracion
de PLP libre. Este modelo cinetico sugiere que los dos tipos de
actividad de 1la GAR son independientes v no pueden ser

interconvertidos

del cofactor.

por cambios en la concentracidén del

sustrato o



£1.3.1.3.1nhibhicion de la GAD in vivg e in vitro.

Lta 1inhibicieon ce la GAD in »1vg e 10 vitrg puede
lievarse a cabo de tres maneras dirferentos:

Primero:r FPor inhibicion competitiva zZon el sustrato
glutamato, por medioc del dgida 3I-mercaptopropidnico vy otros
campuestos {(Horton y Meldrum, 1973).

Sequndo: La inhibicién competitiva de la wunién del
cofacktor, PLP, & la GAD con antagonistas del FLP, tales como la
metoxipiridazina (Nitsch, 1980) vy deosxipiridoxina (Horton vy
Meldrum, 1973).

Tercero: Inactivacién del FLP por la formacidn de PLP-

hidrazona estable {(Meldrum y col.. 1975},

11.3.2. GAD en wl desarrollo.

Algurnas propiedades de la GAD san diferentes en el
cerebro del recién nacido comparadas con las del adulto. En el
raton recién nacido. la GAD es inactivada por centrifugacion,
adicidén de Tritdn X-100 y preincubacidn a 37°C, mientras que la
epzima del adulto sdlo se afecta parcialmente por estas
condiciones. Ademds la GAD del recién nacido se activa menos por
el PLP que la enzima del adulto (Tapia y Meza Ruiz. 19751 1976},

La presencia en el recién nacideo, de una forma de GAD
gue e&s susceptible a cambios ambiwntales. puede explicar: las
diferencias de excitabilidad motora mostradas por animales
jovanes en comparacidn con los adultas (Purpura, 194%9; Tapia vy
col., 197Sa). Es particularmente interesante la susceptibilidad

de la GAD, del recién nacido a la temperatura, ya gue esto podria

I8
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estar relacionado con las convulsiones febriles en niROs cono
resultado de la inhibicidon de la 0OAD. La susceptibilidad a
convulzigonc: resriles en numanos ¥y en ammales de
experimentacion, es un fendmeno transitoric gue depende de la
edad, posiblensnte como  resultade de la  inmadure: de los
mecanismos Que controlan la excitabtilidad cerebral (Millichap.

195%; Lenox—Buchtal, 197

« Aunque la frecuencia de canvulsiones
Fabriles o5 una complicacidn pzdiatrica comen, tadavia [al- T
CONOGEN SUS MECanlsmos neuroquimicos.

Sims y Pittse (17270 realizaran un micraoensayn
radiométrice en carebros compleios de ratas, desde cero hasta
ciento sesenta dias de edad. En los resultados obtenidos se ha
2ncontrado que la actividad de la GAD cerebral se incrementa
durante el desarrollo, apraximadamente desde 4.2 umol/3 de poso
hﬂmedn/hora; en cero dias hasta 446.2 umal/g de peso humedo /hora,

en 160 dias da edad (Tabla 1).



TABLA 1. Actividad de la GAD en

cerebros

completos
durante el primer mes de wvida.

de

rata

Edad Animales
(dias) (N)

Actividad
(umol/g pesa ham./h.2S.E.M.}
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11.3.3. Farmas moleculares de la GAD.

Algunos estudios llevados a cabo por Denner y YWu en 198S
han propuesta que hay dos formas de GAD encontradas en el
cerebro de ratas adultas. La forma A que no requierz de PLF
e:dgena  para  su actividad vy otra forma B que si  lo reguiere.
Estas dos formas difieren enormemente en su sensibilidad a la
temperatura, inactivacion y reactivacidn por eliminacién Y
adicién de PLF exégeno, por la movilidad electroforética vy 3u
distribucidn regianal. Las Formas A y B son inactivadas, 914 vy
10%, respectivamente por.el tratamiento a 45°C durante 30 min.

La forma A es enormemente inactivada (77%) por remocién
del PLP, mientras que la forma B es sdlo ligeramente inactivada
{742). Estas dos formas pueden ser claramente separadas por

" electroforesis =n 5% de gel de paliacrilamida, en la cual, la
forma A mig?a mds rdpidamente que la forma B.

De diez regiones del cerebro estudiadas (locus
coereleus, cerebelo, hipocampo, cuerpo estriado, corteza visual,
septo, sustancia negra, corteza olfatoria, hipotdlamo y eoliculo
superior}, la forma A estd presente en menores cantidades
comparadas con la forma B, Estas diferenciaz son mayores en el
colicula superior ,mientras que en locus coeruleus vy cerebelo.
las formas A y B estan presentes en proporciones aprosximadamente
iguales.En la TABLA 2 se muestran los resultadas cbtenidos en las
diez regiones del cerebro estudiadas.

Estos resultados concuerdan bien con las das formas de
la GAD, propuestas a raiz de los trabajos de Tapia y caols., en

estudios durante el desarrolleo de la rata (1975, 1974).



TABLA 2. Distribucidn regiomnal de las dos formas de ta GAD.

Actividad de la GAD (CFM/100mg pesa humedo)

Region Total Forma R Forma B
Locus ceruleuws (7} 22355t 139 101831140 1217261279
Cerebelo (4} 17720215350 804021840 F4LBOETIID
Hipocampo(d) SBe2GLTAO0 10ogox 850 18670%4290
Cuerpo estriado(8) 228442 734 7433+ 282 15411k 985
Cort. visual (4) 3348042800 1041021003 23070 T80T
Septum (&) 5705812280 17589 87°9 3946713157
Sustancia negra (8) 42833+1841 1315041170 2WLHETE301L
Cort. clfatoria (7} 4246712233 10222 149 244522352
Hipotalama (B} 36700+ 798 1034672 750 ROHIIIEC2GA8
eolicule sup. (4) &LHEA4Z0E20431) 1427021260 S21LR023TIO0

Numeros en paréntesis son el numero de determinaciones.
Tomada del articulo de Denpner y Wu, 1995, pdgina 943.

Estudios mds recientes de biologia waoclecular, a2n
relacion al andlisis da]; tamafic del KRNAm par geles de
agarasa/formaldebido, han demostrade que durante el desarrolla se
dan cambios cualitativas en el RNA mensajera de la GAD. En
estados tempranas del desarrollo aparecen bandas del PBFNAm  de
mayor tamaso que corresponden al FENAm de estados posteriores del

desarrallo (Bond y cols., 1968).

Aunque no se cornoce el significado funcional de osto,
propusieraon tres posibilidades, durante el desarrollc @ Un gen
transcrito con wna homologia al gen de la GAD, También puede ser
gue el mismo gen se transcriba completamente incluyendo enones
adicionales del mismo gen. ¥ finalmente esas bhandas pueden

reprasentar un precursor de RNAm @ transcrita, en donde laos

intranes na han side removidos.



I1.4.Maétodos de cuantificacidn de la GAD.

Una de laos pre-reguisitos para el estudio de 1a
actividad enzimdtica es que los metodos utilizados para su ensayo
sean sensibles. simples ,especificos y rdpidos.

Exi1sten varios métodos para la cuantificacidn de la ©GAD
y estos se hasan en medir la produccion del GABA o de una de los

subproductos de la reaccién, como seria el COz, . mas

comimnente empleados san: el metodo de produccidén de  **C0a,
separacién del GABA por columnas de afinidad, medicidén enzimdtica

dal GABA.

11.4.1.Método de produccidn de *4C0a

E1 meétodo del t4cQ, fué primero descrito por Roberts vy
Frankel en 195l. Después éste fué remplazado paor un métado
radiométrico mas sensible y sencillo midiendo la f{ormacidn de
14C05 formado a partir de su sustrato (L—-glutamato). El
t4C02 liberado durante la reaccidén es atrapado por soluciopes
alcalinas, tales como hidrdxido de potasio, etanolamina,
hidrdxidao de hyamina (Albers vy Erady, 1959; Wu, 1978) (-]
feniletilamina.

Este método tiene la ventaja de que es sencillq, Y
rdpido para el ensayo de la GAD en el tejido nervigcso. Y
principaimente que es sensible y especifico, ya que pueden
emplearse cantidades muy pequedias de tejido para la determinacidn

de la actividad de la enzima (GAD),



Una de las serias limitantes del método 25 gue el CO;
liberado puede provenir de otras fuentes, dando como resultado
una relacién no @stequiometrica entre el GABA y el €0z  (Drummandg
y Fhillips, 1974; Mac Donnel y Greengard, 1975;: Wu, v
cols.,1978a).

Otro problema de este metodo @s que el L-glutamato
obtenido de origen comercial contiene impurezas (Drummond vy
Phillips, 1974; Chude y Wu, 1974 Martin y Miller, 1975) el cual

puede liberar *2COx sin la simultdnea formacion de GAEA.

II.4.2.Métodos de cuantificacidén del GABA.

11.4.2.1. Separacidn del GABA por columnas de afinidad.

alFiltracidn rapida.

En 1974 Chude y Wu modificaron el método de Molinoff vy
Kravitz (1948) por combinacidén de filtracién rdpida al vacio y la
selectividad de las resinas de intercambio idnico para el ensayo

de muchas enzimas cuyo sustrato y producto difieren en su carga.

Esta técnica posee las siguientes ventajas:

1®) Es muy simple y rdpida, permitiendo realizar hasta
cien ensayos al dia, ademds de que las mezclas de reaccidn pueden
ser congeladas y ensayadas después.

2°) E1 glutamato marcado radiactivamente, con una muy
alta actividad especifica, puede ser un método sensible. Siendo
el compuesto tritiado mucho mds econdmico gque el sustrato

marcado con ([*=C1.



2]

*) La resina y el sustrats usados en este mecodo

pueden ser regenerados y reutilicados.
b) Celumnas de intercambio iénico.

Este es un método encimdtico llevado a cabo por Fravit:z
y cols. en 1965. La actividad de la glutamato descarboxilasa se
mide por la recoleccién de **COz, liberado del t'*C~-glutapato, a
partir de homogenado de tejide narvioso. Después de una hora de
incubacidn a 25°C la reanion se detiene por calentamiento v la
mezcla de reaccién se coloca en una columna de Dowex-l-acetata.

El producto es recuperado con lavados de agua.
11.4,2,2. Medicidn enzimdtica del GABA.

En - todos los métodos de determinacion del GABA  pueden
ser aplicados los ensayos para la GAD, asi como se describe en 21
métoda enzimidtico para la determinacién del GABN midiendo durante
un minuto la actividad de la GAD (se utilica menos de .1 ug de
pesa hamedo de tejido), (Okada y Shimada, 1274).

La actividad de la GAD es medida por la formacisn de
GAEA 1la cual se determina utilizando el sistema de la GABAasa

(6ABA-transaminasa y succinato semialdehido deshidrogenasa)
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GABA-T
GABA + x-cetoglutarato -=——-- > semialaehido + glutamato (1}
succinica

Semialdehido + MNADP~ SSDH

succinica + Hz e > succinata + NADPH + H- 2)

El. NADPH" formado se mide espectrofotométricamente.

S5DH: Saemialdehido succinico deshidrogenasa
NADP~: Micotin adenos{n dinucledtido fosfato (oxidado)

NADPH: Nicotin adenosin dinucledtido fosfato {(reducido)

%)



I1.6. Regiones del cerebro gue participan en la actividad motora.

De acuerdo con lo observado anteriormente y en relacidn
a los experimentos en animales de laboratorio. se decidié
estudiar a la OGAD en cuatra regiones del cerebro (corteza
frontal, cerebelo. hipocampo y cuerpa estriado) que participan en
la actividad motora, Figura 9.

En la corteza frontal se lleva a cabo un papel especial
en las actividades motoras, en los atributos de juicio vy
previsién y para determinar el humor o "estade de animo".

En el cerebelo se recibe informacidén de la mayoria de
los sistemas sensitivos de la corteza cerebral y generalmente
tiene influencia mntqra sobre la musculatura esquelética. La
funcidn del cerebelo es la de controlar el tonc en relacién con
el equlibrio, la leccomocién y la postura, asi como la
coordinacién de la accidén en movimientos estereotipadas vy no
estereotipadaos.

El hipocampo Constituye una parte importante del
sistema limbico, gue estad funcionalmente asociado con aspectos
emocionales de la copducta relativos a la supervivencia del
individuo vy de la especie, junto con respuestas viscerales que
acompafian a tales emociones y los mecanismos cerebrales para la
memoria.

El cuerpo estriada participa en tres principales vias
neuronales, Estd formado de fibras gue van del tdlama al
necestriado y del globus pallidus al nacleo rojo. Esta via puede
propoprcionar actividad motora de tipo automdtico, incluyendo

raspuestas a cambios emocionales.



Corteza frontal Cerebelo

Cuerpe ‘estriado Hipocampo

Figura 9. Representacidén esquemdtica de un corte sagital de
cerebro de rata y la localizacidén aproximada de corteza $rontal,
crebelo, hipocampo y cuerpao eatriado. '

il
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ITI1. 0 BJETIVO

Cen estos antecedentes y tomande en cuenta 2
importancia de la actividad de la GAD para el control de la
excitabilidad neursnal, el objetivo de la presente tesis es
valorar la actividad de la enzima y determinar las diferencias en

.
la activacidén por su coenzima, el PLP, en regiones del sistema
nervioso central involucradas en la conducta motara (corteza
frontal, cerebelo, hipocampo vy cuerpo estriado) durante el

desarrollo ontogénico de la rata.



IV. MATERIALES, REACTIVOS Y METODOS.

IV.1. Materiales para el método del “CD,_

Se utilizaren ratas Wistar de 2, 5, 10, 15, 25 y 90 dias

de edad.
El 4cido glutémico y el PLP se obtuvieron de Sigma
Chemical Co. El **C-glutamato fué obtenido de New England, el
hidréxidc de hyamina de Amersham y el resto de los reactivas de

Merck.

IV.2, Método de produccién de *“4COa.

La actividad de la GAD se cuantifiecd utilizando el
método radiométrico descrito previamente por Albers y Brady
{1989) con algunas modificacioneas.

Se utilizaron ratas de las edades mencionadas las cuales
fueron sacrificadas por decapitacidn. Se obtuvo el cerebro y  se
realizaron las disecciones de las cuatro regiones (corteza
frontal, cerebelo, hipocampo y cuerpo estriado) sobre una caja
Petri en hielo. Las regiones se homogenizaron en buffer de
fosfatos 50 mM pH 4.4 . al 204 (peso/volumen). De oste
homaogenado, se tomaren alicuotas de 25 p! para cada ensayo de
actividad de la GAD.

En tubos de vidric pyrex de apraximadamente 200 ul de
capacidad, se incubaron 29 ul del homogenado en presencia de 29
ul  de buffer de fosfatos 10 mM pH &.4; B ul de una mezcla de L-
glutamato 10 mit y 1-L-24C glutamato 0.053 pCi (concentraciones

finales), Como parte del objetivo dal trabajo es valorar la



activacidn de la GAD par el PLF, algunas condiciones se2 ensavaron
en ausencia de PLP y otras en presencia de PLP 0.1 ol
{concentracién final).

Los tubos que cantenian la mezcla de  incubacion, se
conectaron por medio de mangueras de hule can tuboz de wvidrio
pyrex del mismo volumen gque contenian S0 wl  de hidréwica de
hyamina, para permitir la difusién del *4C0; generado durante 1ia
reaccidn.

Los  tubos se colocaran en gradillas de acri{lico vy se
incubaron durante 20 minu}us en un bafo de agitacidén (American
Optical, modelo 40&015) a temperatura constante de 37°C.

La reaccién se detuvo inyectando 100 pl de acido
sulfarico 2 N a través del tubo de hule con el fin de
desnaturalizar la eﬁzima.

Para permitir la total difusion del *#C0, hacia el tubo
que contenia el hidrdxido de hyamina. las muestras se mantuvieron
2n el bafo de incubacién durante una hora mds.

Los tubos con el *4€0=2 atrapado se colocaron en viales
con 10 ml del liguido de centelleo (Tritosol: 2,5- difenilowracssl
PFO, Gigma Chemical Co., 9 g; etanol %64, 318 ml: triten X-109,
771 ml: etilenglicol, 111 ml; xileno, 1800 mi, J.T. Baker). Se
agitaron y se contaron en un contador de centelleo liguido
(modelo Beckman LS 7500). La; muestras se procesaron por
duplicado y se determind la cantidad de proteina/ml contenida en
el homogenado originmal, El método utilizado fué el de Lowry
(1951}, gque es una modificacién de la reaccién de biuret con
caobre {II} alcalino vy 1la reaccidn de una sal complejs de

malibdotunastato, llamadu reactivo de Folin-Ciocalteu, el cual da
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un intenso color azul-verdoso con el complejo de biuret de
residuos de tireosina y triptofano presentes en la proteina. El
método proporciona una sernsibilidad de apronrimadaments 10-200 ug
de proteina. Este es mucho mas sensible que la reaccién de
biuret.

Los resultados del métado del '%gg :
2 se obtuvieron en

cuentas por minuta (CPM) y para transformarlos se hicieron los
siguientes cdlculos:
A cada muestra se le resta el blancec y las CFM se transfaorman en
desintegraciones por minuto (DEM) comn la siguiente relacicén:
DPM = CPM/Y eficiencia de cantea % 100

Se realizd una curva con estandares sellados externos
con el fin de conocer el 4 de eficiencia del contador de
centelleo liquido utilizado.

Para determinar la actividad especifica, se realizaren

los siguientes cdlculos:

1) 0.23 mCi 3*C-glutamato - 2.5 ml de solucidn

X mCi " - 1.0 ml X= 0.1 mCi
2) 0.t mCi 1aC—glutamato - 1.0 ml}

X mCi " - 00,0312 ml (de solucion

en la mezcla radiactiva)
X= 0.00312 mCi **C-glutamato
3) 3.12 uCi t4C~glutamato - SO0 ul (volumen €inal de la
mezcla radiactival
X uCi " - 8 yl (alicucta en cada
tubito de reaccidn?

X= 0.049 uCi *4C-glutamato {(en cada tubito)

il
o



4) FPor cada tubito de reaccidn, se tiermen 70 ul de volumen total
de la mezcla de incubacien, en los cuales s& encuentran
700 nmoles de dcido glutdmico no marcado. Este date nos  es
Gttil para determinar la actividad especifica del glutamato

radiactivo. La relacion es la siguiente:

2.049 uCi t'*C-glutamato - 700 omeles de glutamato no
marcado
5 2.22 % 10+ OFM ~ | pw€Ci **C-glutamato
X DPM - 9.049 ufi *2C-glutamatao

X= 108,7 » 103 DPM en 700 nmoles de glutamate

&) 108.7 x 103 DPM - 700 nmoles de glutamato
' X DPM - 1 nmol de glutamato
X= 154 DPM estén en § nmol de glutamato.

Entonces, tenemos que 154 DPM = (nmol de glutamato,
debido a que la reaccidn es estequiométrica., también corresponde
a | nmol de GABA y a 1 nmol de COz, De esta manera se obtisnen
los nmoles de COz. que relacionados a la proteina. Y los
resul tados se pueden reportar en nmoles de COz/mg de proteina/2é
mnutos,

Se calcularon los % de activacién en presencia de FLP,
se obtuvieron los promedios de tados los resultados v se
repartaron con su respective err:cr estdndar.

En algunos casos se aplicd la prueba estadistica "t" de
Studant, con el fin de valorar las diferencias estad{sticamente

significativas entre los S5, 1S y 90 dias de edad.
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V.RESULTADOS

a) Corteza frontal.

La tabla 3 resume los resultados obtenidos en corteza
frontal en las diferentes adades estudiadas.

En la tabla se muestra el incromento de proteina a los
2, S, 10, L5, 25 y 90 dias de adad, Asi migmg se presenta la

actividad de la GAD en nmoles de CD:,mg de prote{na/20 minutos en

ausencia y presencia de PLP afadido in yitrg, ademds del 7 de
activacidn de la GAD por el FLP.

La actividad de la GAD en coarteza frontal,se incrementd
con respecto a la edad, siendo este incremento mds importante en
los primeros 15 dias en los que se alcanzd la maxima actividad,
tanto en los experimentos con PLP como en aquellos en que ne se
afadid la coenzima (Figura 10).,

La figura Il muestra el %4 de activacidn de la GAD par el
PLP en corteza frontal a las edades mencionadas anteriaorments.

Se observd gue este % de activaciodn e ligeramente mayor
en edades tempranas, aungue las diferencias antre tadas ellas no
fueron estadisticamente significativas. El 4 de activacidén en

esta regidn varid del 407 al 70%.
b) Cerebela.

La tabla 4 muestra el resumen de datos axperimentﬁles
obtenidos en cerebelo de ratas de diferentes edades. Al igual que
en la tabla 3 se incluyen los resultados en mg de proteina
determinado como promedio de 4 a 13 experimantos, el U de

activacidn asi como la actividad de ta GAD en presencia de PLP vy



en ausencia de FLFP,
La figura 2 muestra el incremento de actividad de la GAD en
funcidn de la edad con ¥ sin FLP. En ausencia de ©LP, a 2 dias 38
observéd un aumento en la actividad de 17.8 nmoles de CO:,mg
praoteinas/20 minutos, Yy a 90 dias 36.8 nmoles d= CNx/mg
proteina/20 minutos y en presencia de PLP, a 2 dias, de 3Z.
nmoles de COa/mg proteinasZ0 minutos mientras que a los 90 dias.
52,7 nmoles de COa/mg proteina/20 miputes.

El % de activacidn de la GAD resultd ser mayor a los 2
dias, comparado con Ediﬂes posteriores del desarrclle v la
diferencia entre este porcentaje de activacidn a los 2 dias y 90

dias fué estadisticamente siqnificativa {(Figura 13}).
c) Hipocampo.

La .tabla S resume los resultados experimentales
obtenidos en el hipocampo de ratas en desarrolle. En esta ce
ohserva el incremento esperado al contenido de proteina y 1la
actividad de la GAD con respedto & la edad y se muestra el ¥ de
activacién de la GAD par el FLF.

La actividad de la GAD sin PLP a los 2 v § dias de edad
es similar, (1.4 nmoles COa/mg proteina/?0 min ¥y 11.6 nmoles de
COz/mg proteina/20 min. VY desde las 1O hasta los 90 dias la
actividad no wvarf{a nntablemenée «25.5 a 34.3 nmolews CO=x/ng
prote{ina/20 minutos (Figura 143},

El % de activacidén de la GAD debida al FLP fué mayor a
los S5 dfas (84.7%) y menor a los 25 dias (34.3%). Sin embargo no
se obgervaron diferencias estadisticamente significativas entre

las diferontes edades (Figura 15).
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d}) Cuerpo estriado.

ta tabla & muestra el resumen de los rasultados
obtenidos experimentalmente en cuerpo estriado, reportados de la
micma manera que en las tablas anteriores.

Los mg de proteina en las diferentes edades se
incrementaron durante el desarrollo de la rata, asi como la
actividad de la GAD can y sin PLP.

La actividad de la GAD en esta regidp, en ausencia de
PLP, se incrementé con respecto a la edad. Este incremento va
desde 11.4 nmoles de COa;/pg proteina/20 minutos en 2 dias a 31.7
nmoles de COa/Mg proteina/20 minutos en 25 dias.

En la presencia de FPLP exfgeno, la actividad de la GAD
fué de 20.t nmoles de CO0a/mg proteina/20 minutes & los 2 dias vy
de 50.5 nmoles de COa/mg proteina/20 minutos a los 90 dias
(Figura 14).

En la figura 17 1los % de activacién de la GAD por PLP no
presentaran diferencias estadisticamnete significativas entre si
de 2 a 10 dias, pero si pudieron ser aobservadas entre: los 1§ vy
25 dias, los 15 y 90 dias.

En esta regidn es en donde el % de activacidn fué mayor,

comparado con las otras regiones.
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TABLA 3. Corteza frontal.

Actividad de 1a GAD

Edad (nmol COz/mg prot/20 min)|% Activacidn
tdias)|mg prot./2Sul Sin FLP Con FLP de ia GAD W
2 0. 235820, 01 13,421, 5 22.1%2,2 62.2% 2.0 11
) D291 6£0, 03 19.7£2,9 24,2*3.8 &1.0%15,1 &
10 0.2655+0.01 30.9%£2.5 45,53.9 42.8% B. 0 20
15 O, 460340, 04 I6.723.8 S0.8£3.9 45.2% 7.2 =]
25 0.4718%0.03 27.6%3.0 38.924.4 40.8% 5.4 7
0 0. 4643+0.01 29.6x2.5 42,2+4.0 42.9* 5.8 7

Valores promedio * Error bstandar.

ACTIVIDAD DE 1A GAD

CORTEZA FRONTAL

&0

ACTMBAD {nmol CO2/mg prov/20min)

10 -4
-] T T T ™ T T T Y T
Q 20 “© 0 a0 100
EDAD (diaz)
a CON PP + SIN P

Figura 10, actividad de la GAD enm cartecza frontal en ausancia (+)
y presencia {(0) de PLF. Se muecstra a diferentes edades d=l
tasarrollo en promedios do cada una de éstas £ S.E.+f.
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TABLA 4. Cerebelo.

Actividad de la GAD

Edad tnmal €O0_,mg prot/20 min)|% Activacien
{dias)|mg prot./2Sul Sin PLP Con FLP de la GAD N
2 0.203420.01 17.822.3 32.6%3.9 85.3% 8.1 9
S O, 30835320, 03 21.3%2,2 32.3%35.6 S0.2¢ 3.9 4
10 0,2584+0.02 28.7%3.9 48.6%4.2 73.8%11.7 13
15 0,.3881:0.02 36.3%4.¢ 45.3+4.9 48.8% 4.7 8
25 0. 4744620.35 26.44£3.1 38.8+3.2 S1.5214.0 ]
0 0.4550+0.01 36.8%7.2 S2.7%.9 43.0% 4.1 7
Valores * Error estdndar.*
ACTIVIDAD DE LA GAD
CEREBELO
70
- 60 -1
£ '
[3
(<]
g 50
o
2
a
N
g 40
N
]
0
5 30 -
€
£
g 20
E 10
o T T T T T T T ~T T
o W 40 & an 100
EDAD (divs)
Q CON PP + SIN P P
Figura 12 . Actividad de la GAD expresado en nmoles de CO:,mg de

proteina/20 min., en ausencia (+) y presencia (0) de PLF, en
cerebela.
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TABLA §. Hipocampo.

Actividad de la GAD

Edad tnmol CB_, 0 prot/20 min) |% Activacisn
(dias)|mg prot./25p1]Sin PLP Con PLP de la GAD ™
2 0.1598%0.02 11.4%1.4 17.6%1.7 59.3x12,1 7
S 0.2181%0,01 11.61.8 20,842, 4 84.7%17.5 ]
10 0.2488%0,02 26.1%22.95 44 ,425,1 b&F.6%10.7 14
15 0.3381%0.01 25.522.5 41.6%4.3 63.6%12.1 9
25 0.404520,04 30.122.9 40.424,9 I3,2x 7.2 &
20 0.4629+0,13 39.31'2.8 48.325.6 40.1*12.0 7

Valores promedioc * Error estdndar.

ACTIVIDAD DE 1A GAD

HPOCAMPO

éo
-~
G 50
E
a
1
3

10
] 4]
a
o
E
a8
Q 30 -
[¥]
T
€
3
< 20 -

a T — T T T T T T T
0 20 40 [-+) B0 100
EDAD (dios)
n CON PLP + SiN AP

Figura 13, Actividad de la GAD en ausencia (+) y presencia () de
FLP en hipocampo.
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TABLA &. Cuerpo estriada.

Actividad de ta GAD

Edad tnmol cu,/mg prot/20 min)|% Activacidn

(dias)|mg prot./26pl Sin PLP . Con PLP de la GAD N
2 ¢.1278%20.01 11.4%2,0 20.1%4.4 72,4%14.4 -3
5 0.1740%0,02 12.2%1.7 23.1%1.6 102,725, 4 S
10 Q,1900%0. 02 21.6%2,9 38.9t4.8 98,7£25.3 14
15 0.2218%20,02 21.9%2.9 48.0%46.6 119.5+ 9.4 i0
25 0.331620.03 J1.7£2.1 45.843.9 45.1% 2.8 [
90 0.430120.02 29.1£3.1 50.5%6.9 70.6% B.7 7

Valores promedio * Error estdndar.

ACTIVIDAD DE LA GAD

CUERPQ ESTRADO

70

ACTMOAD (nmol CO2/mg prot. /20 min)

o T T T T T T T T
0 ksl 4G 60 aa 100

EDAD (dios)
D CONPLWP +  SINAP

Figura 14. Actividad de la GAD expresada en nmoles de CO,,mg de
proteina/20 minutos., en cuerpo estriado.
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La tabla 7 resume los promedios de los % de

activacidn

de la GAD por FLF en las distintas regiones del cersbro v en las

diferentes edades.

TABLA 7. -
% de Qctivacién de la GAD por PLP
£dad
(dias) Corteza frontal Cerebelo Hipocampo ! Estriado
- 1]
2 69.2% 9.0 85.3% 8.1 59.3%12.1 72.4%14.4%
S ai1.0215.14 S50.2¢ 3.9 84.7%17.5 102.7425.4
10 49.82 B.0 73.8%11.7 69.46210.7 98, 74£25.3
15 4s.2% 7.2 48.8% 4.7 &3.8%12.1 119.5% 9.4
25 40.8% S.4 51.5+14.0 34.3¢ 7.2 435,12 7.8
70 42.9% 5.5 43.0% 4.1 40.1%12.0 70.6% 8.7

Valares promedio * Evrvor estdndar.
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V1. DISCUSION.

¥Actividad regional de la GAD durante el desarvollo.

El incremento de la actividad de la GAD durante el
desarrollc ha sido reportado por Sims y Pitts (1970). Al  igual
que ellos, encontramos un aumento de actividad con respecto a las
etapas del desarrollo estudiadas y observamos en las cuatro
regiones que para 10 y 15 dias de edad se alcanzd un mdximo de
actividad comparado con los 2, 5 y 25 dias.

Otros trabajos realizados en regiones del cerebro.
muestran resultados similares. En «orteza frontal, cerebelo,
hipotilamo y estriado de ratas, en edades de i a 90 dias de edad,

el incremento en actividad de la GARD (umoles Cﬂz,g de peso

hamedo/haora) fué cualitativamente similar (Rothe y col.,1988).

De 1as cuatro regiones estudiadas en el presente
trabajo, la que alcanza mis rdpido el mdximo de "actividad con
respecto al desarrollo es la corteza frontal (50.8 nmoles COa/mg
proteina/2¢ minutos en los 15 dias de edad), seguida de cerebelo,
estriado e hipogcampo,

Aunque en las cuatro regiones estudiadas se observé el
incremento de la actividad de la GAD con respecta al estado de
maduracién de los animales , fue notorio que en todas las
regiones hubo una tendencia aparente a disminuir la actividad de
esta enzima en la stapa adulta (90 dias) con respecto a edades
tempranas (10 a 13 dias).

Lo anterior puede ser explicado por la manera de reportar
la actividad de la GAD. Nuestros resultados han aido expresados

en nmoles COax /mg de proteina. La cuantificacién de la proteina
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en los homogenados crudos, es un bhuen parametro, para expreaesar la
actividad relativa de una enzima: sin embargo, cabe la
posibilidad gue en nuestro trabajo el incremento de la proteina
con respecte a la edad no sea directamente proporcional al
incremento de la- actividad de 1a enzima (GAD), Esto padria
explicar que en edades adultas, en que se alcanza una alta
concentracién de proteina en el homogenado de cada regidn
cerebral, la actividad de la GAD puede aparentemente parecer
menor que en edades mas tempranas.

Sin embargo 4 rfo se puede descartar que esta aparente
disminucidn de la actividad en etapas adultas comparadas con
edades mas tempranas del desarrollo pueda tener algun significado

funcional.
¥Activacidén. de la GAD por PLP.

En cuanto a la activacidn por PLF es bien sabido que el
papel de esta coencima en la actividad de la GAD, es fundamental,
ya que sin ella se modifica importantemente la produccidn de
GABA.

Denner vy MWu (1985), han reportado diferencias en la
distribucién regional de la activacidn por PLP en el cerebro de
ratas adultas que los ha llevado a mencionar la existencia de dos
formas de la GAD : la forma A independiente del PLP exdgeno v 1a
forma B, mds dependiente.. El cuerpo estriado y el hipocampo san

. regiones donde prevalece la forma B, mientras gque 2n el cerebelo

la proporcién de ambas es similar.
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En.corte:a frontal la activacién es casi la misma a los
15, 25 y 90 dias y ligeramente mayor a los 2, § y 14 dias. Aunque
las diferencias no son estadisticamente significativas entre
ellas. En cerebelo se encontrd disminucién de la activacidn por
PLP a los 5 y 90 dias, Estadisticament= solo hubo diferencias
significativas entre los 2 y 90 dias. Comparando estos resultados
con los obtenidas en la corteza frontal, la activacien se
incrementé en los 2 y 10 dias.

En hipocampo se observa que la activacién de la GAD es
mayor en etapas tempranas, aunque disminuye en etapas postericres
del desarrollo. Comparando las dos regiones anteriores con esta,
s& observd que en los 5 dias la activacidén fue mayor en esta
regién, pero no se encontraron diferencias estadisticamente
aignificativas entre cada edad.

€l cuerpo estriado fue la regidn donde mds activacidn
por PLP se encontré, ya que tanto en etapas tempranas comoc en las
adultas del desarrollo la activacidn por la coenzima fue la més
importante. Los resultados obtenidos en esta dltima regién estan
de acuerdo con los reportados para ratas adultas por Demner y Wu
(19685 .

En  homogenados de cerebro completo de ratas se han
repartado con respecto a la activacién de esta enzima que la GAD
del recién nacido es menos activada por PLP que la enzima del
adulto (Tapia y Meza-Ruiz, 1975119764).

La existencia de dos formas de GAD con diferente
sensibilidad para activarse por PLP, y una cierta distribucién

regional durante el desarrollo, no parece evidenciarse de manera



clara can los resultados obtenidas. Si bien,en hipocampo y cuzrpo
estriado. se observéd cierta tendencia de mayor activacidn de la

'

GAD por PLF.

Posiblemente una de las causas gue no ngs permitieron
demostrar 1o gue ya ha sido repartado en animales adultos, con
respecta a las dos formas de la GAD con  diferente patron de
activacién por PLP , fue metodaldgica.

En animales adultos ha sido claramente mostrado que
existe una amplia concordancia entre la produccidn de “CO; y la
actividad de la GAD ean cerebro, puas la cantidad de CO= producido
es muy similar a la cantidad de BABA formado (GABA/*4C0. = 1), En
hamagenados de higado (con actividad metabélica distinta a ia de
tejido cerebral), provenientes de rata adulta, la incubacidn con
glutamata radiactivo, bajo condiciones aptimas para cuantificar

actividad de-la GAD, la produccidn de ‘20, es de 2 a 4 veces mds

alta gue 1a formacidn de GABA (WQ y cpl., (978). En ezperimentos
realizados en nugstro labaratorio existen evidencias de que‘ en
homagenados de cerebro de ratas en desarrallo {(particularmente de
2, 5 y 10 dias de edad) la estequiometria 1+C02/GAEA es mayar a i
(Arias v cols.. enviado a publicacidn), por la tanto, duranta el
desarrallo es muy probable gue la produccidn de **gg, proveniente
del 34C-glutamato no se deba exclusivamente a ifa actividad de la
GAD, pues caoma se sabe el 34C0x puede ser ariginade por  la
descarboxilacién oxidativa del a-cetoglutarata, el cual a su  wvez
puede derivar, por transaminacidn o por oxidacidn, del glutamato.

De esta manera parece ser gue el métado de
cuantificacion del *°cgo, puede no reflejar astrictamentz la

actividad de l'a HoD durante los primeros 10 dias del desarrgilo.
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En animales de 15 dias de edad en adelante, parece
existir una buena correlacidn estequiometrica como la reportada
para amimales adultos =2n trabajas previos (Arias v cols., enviado
a publicacidn; Drumond y Phyllips, 1974).

Sin embargo, y pese a la anterior limitacién
metodolégica, fue posible observar en nuestroa datos wuna clara
tendencia a wna mayar activacidn de la 6AD por el PLP, que
resulta estadisticamente significativo en el cuerpo estriado, con

'respectu a las demds regiocnes estudiadas. La existencia de una
forma de GAD con mayor dependencia para activarse por su coenzima
y con cierta distribucidn en regiones del S.N.Q., pueden hacer
pensar gue los camhios en la disponibilidad del PLFP afectaran de
manera mds importante la actividad de la GAD en estas regiones vy
con los consecuentes cambios conductuales asociados a la perdida

del cantrol inhibiteria.
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1.

VI1I. CONCLUSIONES.

El aumento de actividad de la GAD durante el
desarrollo de la rata varia en las distintas regiones
estudiadas.

lLLa activacidn por el PLP parece ser mas importante
en el hipocampo v en el cuerpeo estriado durante el

desarrollo ontogénico de la rata.

Es necesario‘considerar que la produccion de “CD:

puede no guardar una relacion estequiamétrica ccn  la
produccidn del GABA en etapas tempranas cel

desarrollo.
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