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RESUMEN 

La actividad da la qlutamato descarboxilasa tGAD, EC 

4. l. 1.15) en homogenados de corteza ft·antal, cerebelo. hipocampo 

y cuerpo estriado de ratas en dec:.~rr·al lo. de 5 edades di-Fer entes. 

se determinó por un método radiom~tr1co basado en la producción 

de 
14

CO:z a pat"tir de • 4 C-ác1do glutam1co en presencia y ausencia 

de su coenzima, el fosfato da pirido>:al <PLP>. En las cuatro 

regiones estudiadas se observó que la actividad de la GAD se 

incrementó con respecto a edades tempranas (1(1 a 15 días), pero 

disminuyó en etap~s •dul\a5 <~O días). Esta discrepancia puede 

deberse a que el incremento de la proteína con respecto a la edad 

no sea directamente proporcional al incremento de la actividad de 

la enzima <GADl. La región que ~lcan~a más rApido el máximo de 

actividad con respecto al desarrollo es la corteza frontal a los 

15 días (50·.9 nmoles de CD2/m9 de proteína/20 minutos), iaeguida 

de estriado (48), cerebelo (45.3) e hipocampo <41.6) 

El aLlment.o de la actividad de la GAO durante el 

desarrollo de la rata varia en las distintas regiones &9tudiadas. 

En cuanto a la activación por F'LP es bien sabido que el 

papel de est~ coen=ima en la activid~d de la GAO es fundamental 

ya que sin ella 5e modifica importantemente la producción de 

GASA. La mayor activación observada fue en hipocampo y en cuer-po 

estriado en etapas tempranas del desarrollo de la rata. 

6 



I. I N T R o D u e e 1 o N 

Desde 1951) en que se descubrió la presencia del ,ácido 

aminobL1tírico <GABA) en el sistema nervioso central (SNC> de 

vertebrados, se han encontrado múltiples evidencias a favor de su 

papel como el neurotransmisor inhibitorio más abund~ntemente 

distribuido. 

La biosíntesis del GABA ne lleva a cabo por la glutamato 

descarboxilasa <GAD>, en:ima que cataliza la Q descarboHilación 

del ~cido glutámico. La degradación se realiza a través de una 

reacción de tran9aminación con ~-cetoglut•rato por la 

transaminasa del GABA. Ambas enzimas dependen del fosfato de 

pirido>ial <PLP> como coen;:ima (forma activa de la vitamina B.). 

La importancia de la GAD como paso limit•nte en la 

síntesis del GABA fué evidente desde los estudios iniciales en 

que mostraron la. relación entre la inhibición de la GAD .i.a vivo y 

la ~parición de convulsiones. 

Aunque algunos compuestos endógenos pueden modificar la 

actividad de la GAD -por ejemplo, el zinc o el Q-cetoglutarato

CTcwer, 1976), existe mucha evidencia de que el PLP juega un 

papel fundamental en su regulación. La. dependencia de la 

actividad de la GAD por el PLP es un fenómeno que ocurre no 

solamente .in vitre, sino también i!l !!.!..Y.g como se esper• de un 

regulador fisiológico <Tapia y cols., 1975b; Tapia y Me:a Rui%, 

1975i Sims y Pitts, 1971)). Cuando la concentt"ci.cidn de PLP se 

disminuye farmacológicamente en el cerebro, inhibiendo a la 

cinaua de piridoxal, o como consecuencia de una dieta deficiente 

de piridoxind, la actividad de la GAD disminuye. Esti\S 
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manipulac:1anes de los niveies de PLP suelen resLlltar en 

convulsiones en los animales de experimentación y m~s aún, Tower 

ha mosti·ado qL1e en niños con dietas defic1entes en pirido:dn.:\ 

su-fr"en convulsiones que desaparecen al administrar vitamina B. 

intra.venosamente <Tower, 1976). En cerebro de ,·atdn se ha 

reportado que algunas propiedades de la GAD., tales como 

sensibilidad a la hipotonicidad, al Tritón X-100~ centrifugación 

y calentamiento a 37ºC. son d1~erentes entre la GAD del recién 

nac:ido y la GAD del adulto (Tapia y Me"a Rui", 1975; 1976). 

La presencia, en el recién nacido, de una forma de GAD 

susceptible a cambios ambientales podría explicar el patrdn de 

excitabilidad di-ferente., mostrada en animales jdvenes comparado 

con adultos. 

El objetivo de la presente tesis es valorar la actividad 

de la GAD en regiones del sistema nervioso central 

involucradas con la conducta motora (cerebelo,corteza frontal, 

hipocampo y cuerpo estriado> durante •l desarrollo ontogénico de 

la rata y los cambios en la activación por su c:oen::ima, el PLP. 
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manipulaciones de los niveles de PLP suelen resultar en 

convulsiones en los animales de experimentación y más aún, Tower 

ha mostrado qLte en niños con dietas deficientes en pi..-ido:dna 

SLtfren convulsiones que desaparecen al administrar· vitamina B. 

intravencsamente CTower, 1976>. En cerebro de ratón se ha 

reportado que algunas propiedades de la GAO, tales como 

sensibilidad a la hipotonicidad, al Tritón X-100, centrifugación 

y calentamiento a ~7ºC, son diferentes entre la GAD del recien 

nacido y la GAD del adulto <Tapia y Meza Ruiz, 1975; 1976>. 

La presencia, en el recién nacido, de una forma de GAD 

susceptible a cambios ambientales podría explicar el patrdn de 

excitabilidad diferente, mostrada en animales jóvenes comparado 

con adultos. 

El objetivo de la presente tesis es valorar la actividad 

de la GAD en regiones del sistema nervioso central 

involucradas con la conducta motora (cerebelo, corteza frontal, 

hipocampo y cuerpo estri~do) durante el desarrollo ontogénica de 

la rata y los cambios en la activación por su coen=ima, el PLP. 
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Il. A N TE C E DE N T ES 

11.1. Antecedentes histdricos 

Entre los t·esult.:\dos más notables praduc:idos por la 

investigac1ón sobro la org~niz~ción d~l aistema n~rvios~~ surge a 

finales del siglo XIX, la teoría neut"'onal l.a cual desterró la 

idea de ~struc:tL1ra reticular o de sincitio (en forma de redes) 

del SNC, sostenida por Camilo Golgi, quien postuló que lQ.s 

neuronas son las unidades anatómicas y Funcionales del sistema 

nervioso y que la comunic.ac:ión entre ellas debía entenderse en 

términos de una continuidad fisiológica y no física. 

La falta de continuidad anatómica está dada por al 

espacio 9ináptic.o de apr-oximadamente 2() nm que impide el paso 

directo del impulso eléctrico. Estos halla=gos ll~varon a 

plantear unp. teoría química de la ccmunicacidn neuronal. 

La teoría química de la transmisión sin~ptica se 

inició en 1848 con Ou 801s Raymond. quien postuló una $Ustancia 

química eHcitadora como la re'Oponsable de la ccntrac:c t ón 

muscL1lar. E:n 1897 Sherrington propone el término sinapsis. En 

1904 T.R. Elliot~ sLcgiere que la adrencJ.lina podría ser l\n 

neo1 . .n·otransmisor secretado en las terminales de los nervios 

simpáticos y 20 .años más tarde O. Lewi demuestra que al estimular 

el nervio vago se libera una sustancia cap•z de inhibir al latido 

cardiaco. Actualmente 5on numero~os los neurotransmi so1·es 

postulados y los bases de la sinaptología se encuentran muy 

con:so l ida das. 
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Las tor·m1nac1onee nerviosas, axones v dendr1t~s (c~Jula 

por do~ o más neuron~s. Las tormin~c1ones establecen cont~cta con 

se conocen como ~1napsis <F19ur• 1). 

botón vesículas 
sinapt1co sin~pt1cas 

celula 
gl tal 

Figura l. Reprcs~ntación csquo:nática de un~ sinaps1~. 
Tomada del libro BiorJu.im1ca Mc:d1c:a, ;'-lewsholme v Le~ch, p,,g1na 647 
Ed. lnteramer1cana, 1987. 

Las sinapsis representan ziti~s especiali:adcs de las 

superficies de l<!'.3 neuronas que son capaces de conectar a Ltna9 

con otras, cerm1t1endo el pAso del impulso nervioso, generalm~nte 

en un solo sentido. 

l • .:\ membrana de l.:\s célult!'.:. co~;een una diferencia de 

potenc1ai. siendo el 1nter\or de las mismas neg~,tivo re<Spec:to al 

-:;e ~ncr1be con un s1qno menen. 



Un potencial de Jcción ner·vioGu (f'A> o impulso nervioso 

se inicia en una región d~ la n1~mbt·~n~ an respue$t~ ~ L1n C$tÍíll'lo 

superior a Ltn 111vel umb1·al. ~Gto se d~tecta orimcro por vna 

rápida daflex1on del potencial interno de repo~o. de ~u v~lor 

negativo hacia cero, y luego sin interrupcion h~cia valoren 

positivos. Esta reversión local del potencial de membrana '3& debe 

a. un repentino aumento oelectivc de l~ permeabilidad de ll' 

membrana al ion sodio que fluye rápidamente en dirección , a su 

gradiente· de concentr•c i ón. R.!p i damente 1 ~ membrana ge repo lar 1.:a 

•causa del aumento de la ~ermeabilidad al potauio. 

11.2. Tranamisidn •in,ptic•. 

Un neurotr.?\nsmisor se consi.derab..i como un" sustancia 

químic4 que, se 

llegada de un 

eHcitabilidad de 

libvraba de la neur·ona como 

impulso nervioso c~pi\~ 

la célul• pcgtntn•ptlca en 

renpuast.i\ de 

da inodi fic:~r· 

donde eje,.c:ía 

¡,. 

la 

•u 
ac:cion. R. Werman intent"-, en 1966~ FonnC\li:at' los c:ritnrlos para 

la identificación de mediadora~ quimic:os en el sistema nervioso. 

Sin emb~rgo ne intenta dePinir lo qua as un neurotransmisor •n 

relación con los criterios de identific:ac:ión util1:adon 

anteriormente sino a l• lu:o: de los nuevos postt.1ladoa que suqiat'Cl. 

Lo• c:riterioa fisioldQicos y farma.c:ológic:os util1:•dos •n es~ 

época se enriquecieron por nuevas técnicas de reqi•tro por medio 

da mic:roelectrodog y con el enfoque bioquímico eHperimenttil.l 

Bplicado .:\l problom.J. De esta. manera Werm.:\n est&\blece seis 

criterios básicos para que 1.m.~ sust.:inc:ia pueda '3or considerada 

como nourotran9mi~»Or't 
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1> Identidad de C\C:Ción! el transmisor propuesto debe 

inducir el mismo resultado que el transmisor naturdl en la célula 

postsináptica. Es decir. debe modificar a través di::? los mismos 

mecanismos la conductancia iónica de la membrana. 

2> Presencia de enzimas determinantes de la síntesis del 

transmisor putativo en la neurona que lo produce. 

3> lnactivac:ión. Presencia de un sistema determinante de 

la eliminación del transmisor una vez efectuada su acción 

4) Presencia. El transmisor propuesto debe •atar 

presente en la neurona que lo produce y encontrarse 

potencialmente accesible para su utilización. 

5) Liberación del transmisor. Durante la estimulación 

nerviosa, la sustancia transmisora debe ser detectada en el 

fluido extrac:elular de la región de la sinapsis activada. 

6) Identidad farmacológica. Agentes farmacológicos que 

interactúen con elementos de la transmisión sináptic:a deben 

modificar los efectos que produce el neurotransmisor fisiológico. 

Se ha aceptado que un mediador químico se 1 ibera de los 

elementos pre9ináptico9 cuando las aferentes a esa neurona !ion 

estimuladas. Esto involucra la activación de los mecani9mos de 

liberación por el incremento en la concentración interna de iones 

calcio en las terminale9 nervio9a9. 

De los neurotransmi9ores inhibidores del sistema 

nervioso central, al m~9 ampliamente distribuido es el ácido 7-

aminobutírico <GASA>. 
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II.3. Acido T-Aminobutírico <GABA>. 

La ox1stencia del GA2~ ~n el cerobro se descubrió en 

1~50. simult~nea oer·o 1ndependiente1nente por Roberts y Awapara. 

El int~r~s oor el estudio de e~te aminoácido se originó. 

1nic1almente, por el .hallazgo de que su concentración más 

imonrtante so alcanza en el SNC. a diferencia de 

órganos <~lu~ 1978), y poroue c:on técnicas neLtr·ofisiológicas se 

demo~tró que ~l GABA tenía efectos inh1bidores en la sinaos1s. 

La ccncentración total en el cerebro humano es de 2 

µg/mg de tejido <T~pia. 1"183). 

La inhibición post-sináot ica es debida a la 

hioeroolarizacion. como resultado de la interacción del GABA con 

su receptor, qua da como result~do un aumento en el Flujo del ión 

La inhibición mediada por el GADA es uno de la·s mecar11smos 

FLtndamcntales de la regulación de la actividad neuronal. 

II.3.1. Metabolismo del GABA. 

A di-ferencia de otras vías metaoólic.as, que sen 

multi~nzimá~icas, la d~~carbo::il~~a d~l ácido L-g\utá1nico <EC 

4.1.1.15> es t?l L1nico pü~o. y por consiquiente el limitante, en 

la vía biosintética del GABA. Este sistema en:::imático aste:\ 

con:¡tiluido por los siguientes alomentos: El sL1struto que es el 

.3.minoácido L-qlLttámico <Figura 2>, 

HODC-·CH.,,-0.:H"-CH-CCOll 

1 
i1lH-:;o 

1; 



fosfato de pir1do~:al (PLP, l.J -t=orm.J c."\Ct.l'h' de la vitamina 8.-.). 

t!osfortl del HTF' al qt·L100 h1t1rr:;;:1metil oel oi1·idoi:i11. 

PLP. F1qur:; :., 

H3 C N 

Ho:ií1cH,.OH - 1:0 
.,..HTF 
---> 

Olr"!do:.:¿1.l 
·=inasa 

lbCJ(~ •r 
HO-rCH.,,-o-¡¡-uH 

LHD O 

Fas.fato de p1rido.':-:.d 

11DF 

Figur~ ~· Reacción d~ fosfor1lac1on del 01ri~o~al por 
transferencia del qruoo Fos~orilo del ATP v Id en=ima ~J1r1do~:ll 

c1nasa, con la subsecu3nt~ Formac1on d~ ~oG(~to de p1~idOri!l 
CPLP>. 

La GAD lleva ~cato la descarbo~il3ción del c~r~onilo 

del ácido glut.:imtcr::i. danc.:i como 01·odL1cto~ diroctamente GqnA y 

di O:: ido de carbono ( í~:\pta, 1'783 ; Vuri'y':lffiO, 19601 Fl~Ltr".:.1 11. 

COOH 

bH,, 
bH2 
~H-COOH 
l1H.,, 

GLUTAMATO 

Fiqur~ 1J. Biosíntesi~ del GADA. 

l•l 

CDOH 
1 
CH~ 

tH,, 
bfb 
1 
NH';f 

GABA 



La enzima requiere de ~os~ato de piridoxal para po~~t-

llevar a cabo la descurbo::i lación del sustrato. Este mecanismo 

invol1..1cra la formación de 1..1n-3 base de Schl'i:f entt·e el PLP y ol 

aminoácido, seguida por la descar-boxilación, y un protón del 

medio rempla=a el enl~ce entre el carbono ~ y el carboxilo. 

CFigur·a 5). 

Em:ima 

<~H2> .. 
~ 
11 

O C-H 

11 L 
-O-P-OH2 C-i:Jl OH 

-b N CH,. 

Base de Schi.ff del PLP 
y la enzima 

Amlnoác ido 
sustrato 

H 

R-~-coo-
1 

·+-NH::s 
---> 
<---

H 

R-b-coo-

~ 
11 

O C-H 

-o-U-oH,.c~oH 
-b ~Jl-cH,. 

Base de Sch1ff del PLP 
y el aminoácido sustrato 

Figura 5. Formación de la base de Schi-ff con el grupo aldehído 
del PLP y el ácido L-glutámico. Tomada del libro Biochemistry, 
Stryer Lubert, ~a. edición, pág. 409. 

La GAD, en contraste con otras enzimas dependientes de 

vitamina B~ 1 es susceptible a dericiencias de PLP in~ e in 

yitr·q <Tapia y cols. 1 1975b, Sims y Pitts, 1970; Tower, 1976). 

La degradación metabólica del GASA se lle'la a CübO 

mediante la actividad de la transaminasa del GABA CGABA-

T>, en.zima que también requiere de fosfato de pirido:~al como 

coenz ima. 
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La GABA-T cataliza la transferencia del grupo amino del 

GASA al ácido «-cetoglutaric:o, dando como prodLlCto~ semialdehído 

succ1nico y ácido glutámic:o <Figura 6). 

COOH COOH COOH COOH 

bH,. 1 1 1 
C=O CH,. CH-NH2 

bH,. tH2 
GABA-T 

tH,. tH,. + ---> + 

bH,. bH,. 
<--- ~-o 

0

tH2 

~H2 booH ·~OOH 
GABA «-ceto- Semialdeh.í.do 

glutarato succí.nico Glutamato 

Figura 6. Transaminacidn del GABA catalizada por la GABA-T. 

Durante el catabolismo del GABA se regenera ácido 

glutámic:o; de aquí podría concluirse que éste estaría nuevamente 

disponible para servir como precursor del GAE~A. dando la 

impresión de un ciclo. Sin embargo, es sabido que la tran$aminasa 

m"s importante desde el punto de vista cuantitativo en el cerebro 

es la transaminasa glutámico-oxalacética, enzima que al catalizar 

la transaminación entre los ácidos aspártico y ~-c:etoglutár1co da 

origen a la mayor parte de la alta concentración de glutamato que 

existe en el tejido nervioso. Se ha demostrado que en este tejido 

el glutamato prácticamente está formando parte del cicio de 

Krebs, pues está en un equilibrio dinámico de rápida 

interconver9ión con el ix-cetoglutarato Recientemente, 

utilizando estudios con J"'esonanci.:\ magnética nuclear se ha 

encontr"ado que l"' mayor parte del GABA sinteti:ado en al cerl!bro 
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proviene de una po;:a de glutam¿.to que der1vü. de intermed1 .. u·1•.J:3 

del ciclo de Krebs a p~rtir de la via anaple1-ot1ca que 1nvoluc1·a 

a la piruvato c~rbo::1lasa CPCJ que tr·3nsfor·m~ el ácido piru·11co a 

ácido oxal.:\cótico <Brainard y col s., 198?l. Figura 7. 

Se han descrito vias altern~s para la sint~sis del GABA. 

El T-h1droxibutirato CGHBA) puede formarse a partir del GABA en 

el cerebro, así como el GHBA puede 5er convertido a GABA por uno 

rut3 inversa. 

Algunas poliaminas, han sido probadas como posibles 

precursOres del GABA en e'l cerebro. Una de éstas es la putrescina 

<1,4- diamino bL1tirato>, que probablemente sea Lln precursor· de 

GABA en el cerebro de pez. Los resulta dos e>:perimentales 

sugieren que la putrescina es un importante precursor del GABA en 

el cerebro de especies de sangre fr-ía. 

Hace algunos años, se demostró que en el cerebro de 

ratón existe una ruta metabolica a par·tir- de la putrescina, via 

monoacetil putrescina y écido N-acetil-7-am1nobLttírico a GABA. 

Los p~sos principales de esta ruta se muestran en la figura 

8. <Seiler y cols., 1973), 
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Ac. Pir~vico ~-> 
PC 

Figura 7. Relaciones entre el ciclo d~ ~~rcbs 'I el metaboli!lmo del 
GABA. Las rea.ccioes numeradas 1 a 4 representan la secuencia de 
la prodLtcción del GABA dentro del ciclo. 
Tomada del libro Aminoácidos y péptidos en la integrfción_ de 
funciones nerviosas, Pasantes-Morales y Aréchiga, pág.60 
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NH,,- (CH,.> • -NH2 
pl.ltresc:ina 

o 
11 

o 
11 

+ Cl·b-C-SCoA 
Ac:et i l CoA 

CH,.-C-NH-<CH2l.-NH2 

monoac:etil putrescina 

o 
11 

1 
monoamino cMidasa 

\V ·• 1 /2 o,. 

CH,,-C-NH-<CH,,l,.-CHO + NH,, 
N-acetil-T-aminobutiraldehído 

o 
11 

CH,,-C-NH-<CH2 l ,,-COOli 
ácido N-ac:et1l-1-arninobutiric:o 

1 de.le et i 1 as D. 

\V 

GABA 

Figura 8. Ruta metabólica del GASA a partir de la putrescina en 
el cerebro de pez. Tomada del libro G .. tBA in Nervous System 
Func:t ion <Roberts. E., Chase, T. N., y To¡..1er. O. B., eds>. Raven 
Press., New York. p¡J. 62-63. . 
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II.3.t.1. Glutamato DescarboKilasa <GAD>. 

La GAD CEC 4.1. 1.15) ha sido completamente puri Fic:ada 

del cerebro de ratón <Wu,1973> y del cerebro de conejo <Brandon~ 

1986). Y se han hecho intentos de purificación del cerebro de la 

rata <Oertel, y col.,1980) y del hombre. Además se han reali~ado 

estudios en GAD semipurificada de cerebro de cerdo <Mar·tin y 

col s., 1980>. Tiene un peso molecular de aproximadamente 90,000 

daltones y es posible que esté formada por seis subun1dades de 

15,000 daltones. 

Se han preparado anticuerpos contra la enzima 

purificada o semipurificada. los cuales han sido L1tilizados para 

localiza~ con métodos inmunohistoquim1c:os alguna~ de las vías 

GABA-érgic:as en el SNC (Qertel y col., 1980>. 

II.3.1.2. Relaciones entre el ~osfato de piridoxal y actividad 

de la GAD. 

La regUlac:ión de la actividad de la GAO parece llevarse 

a cabo f1JnUam~nta.lmonte por medio do su cocnzima~ el Fosfato do 

piridoxal <PLP> <Meldrum ,1975; Tapia y Meza Ruíz, 1975; BaHter, 

1976; Tower, 1976>. 

No solamente la GAD es activuda notablemente cuando se 

agrega la coenzima al medio de incubación in vitre, sino que 

además e~:isten numerosas evidencias que indican C.JSi con toda 

seguridad, que la actividad de la GAO depende del PLP también in 

vivo. Se ha demostrado QLIC? la actividad da la GAO disminuye 
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cuündo se inyectan .:i. los animales droq~s que inhiben la c:ini\sa Je 

piridoxal <enzima que cataliza la fosforilacion del pirido;:al. 

paso lim1tante en L\ s1ntes13 de le:\ cocn=imal o CL1ando Sl? l. 1.?S 

alimenta c:on una dieta def1cionte da pirido>:ina. (0a~~5hinamu1·ti. y 

Stcphen'.:i, 1969). Esta di'='>minuc1on de la .1ctivid.:o.d de la GAD se 

revierte. tanto por- la administración in vlvo de pirido}:ina. como 

por l.J athc1ón de PLP in v1tro a la•3 me=:clas de incutl.Jc:ión <Tapia 

y cols., l975b). Estos resultados indican que la disponibilidad 

del PLP en el cerebro e~, uno de los m~s importante~ mecanismos 

reguladores de la clctiv~dad de la GAD. Bayón 'i cols. ( 1977>. 

determinaron la nctividad en=imátic:a de la GAD en cerebros 

completos de ratón adulto, c."'.\ través del comportamiento cinético, 

con un amplio límite de concentraciones de glutamato y PLP. Los 

resultados de•nostr-aron que existen dos act1vidades diferentes de 

la GAD~ una dependiente y otra independiente dE.• l<.'.'\ conc·::ntr·¿.,cinn 

de PLP libre. Este modelo cinético sugiere que los dos tipos de 

.:i.ctiviUnd de la GAD son independientes ·; no pueden 

interconver-t1dog por cambios en la concentración del sustrato o 

del cofactcr. 



tl.J.1.3.Jnhibhición de la GAD i.!! yj_y,g e .in vitre. 

La 1nhibici.:rn de la GHD J...!!~ e U! Y.Li; .. .LQ puodc 

llevarse a cabo ~e tr·es maneras difarent~3: 

Primero: Por inhib1c1on competiti.va .::on ol SL15tr-ato 

g lutamato, por medio del ácido 3-mercaptoprop l ónice y otros 

compuestos <Harten y Meldrum, 1973>. 

Segundo: La inhibición competitiva de la unión del 

cofactor, PLP, a la GAD con antagonistas del PLP, tales como la 

metox1piridoxina (Nitsch 1 1980) y deoxip1ridox1na (Hartan y 

Mel drum, 197'3>. 

Tercero; Inactivación del PLP por la formación de PLP

hidrazona estable <Meldrum y col., 1975>. 

II.3.2. GAD en el desarrollo. 

Algunas propiedados de la GAD son diferentes en el 

cerebro del recién nacido comparada9 con las dol adulto. En el 

raton recién nacido, la GAD es inactivada por centrifugación, 

adición da Tritón X-100 y preincubación a 37ºC, mientr~s que la 

enzima del ~dulto sólo se afecta parcialmente por estas 

condiciones. Además la GAD del recién nacido se activa menos por 

al PLP que la enzima del adulto <Tapia y Meza Rul:, 19751 1976>. 

La presencia en el recién nacido, do una forma de GAD 

que es susceptible a cambios ambiwntales, puade e>1plicar· las 

diferencias de excitabilidad motora mostradas por animales 

jóvenes en comparación con los ildultos <Purpura, 1969; Tupia y 

col., 1975a). Es p~rticularmenta intere~ante la su~ceptibilidad 

de la GAD. del recién nacido a l" tempcratur~, ya que asto podr·ia 



estar relacion~do cun las convulsion~~ febriles en ni~os c·~~o 

resultado da l.J inh1b1cion de la GAO. La '3usceptibi 1 id.ad a 

convu 1 r.1~nc:: num"'r.o~ y ~n antmalr:s de 

e~:per" tment.ac ion. es un ff.:!nómeno tr 3.r1s 1 ter io que depende de la 

'?dad, po:.1bli .. >n~nt2 como resultado de la inlil.:\d•..1.re:: dP los 

mecanismos qua controlan la ewcitab1lidad cerebt·al (M1llichdp. 

1959; Leno;:-Buchtal, t9r:.>. 1::iunq1_1e l.:i .rrecuencia de con•1ulsiones 

Febrile~ os una complicación p~d1~tr1ca coman, todavía no se 

conocen sus mecan1s1nos neur·uquímtccs. 

Sims y Pitts• <1?70> realio::aron un mic.r-oens¿iyQ 

radiométrico en cerebros complelos de 1·atas~ desd9 cero hasta 

ciento sesenta dias de edad. En lo~ resultados obtenidos ~e ha 

encontrado que la actividad de la GAü cerebral ~e incrementa 

durante el desarrollo, aproximadamente desde 4.~ umol/g de peso 

húmedo/hora,' en cero días hasta •l6. 2 umol/g de peso h1.1medo /hor::1, 

en 160 días de edad <Tabla l). 



TABLA !. Actividad de la GAD en cerebros completos de ,-ata 
durci.nte E>l primer mes de vid~. 

Edad Animales Actividad 
(d!asl <Nl <umol/g peso húm, /h,±S. E.M. l 

o 6 4. '2 ;!; 1).2 
1 7 5.1 ;!; 0.5 
2 9 5.2 ;!; 0.3 
3 10 5.9 ± 0.1 
4 7 6.3 ± O.L 
5 7 6.9 ;!; o.~ 
6 6 7.9 ± 0.4 
7 6 9.0 ± 0.4 
8 8 11.1) ± 1).2 
9 12 12 • .3 ± 0.3 

10 8 14.6 ± 0.4 
11 8 16.7 ;!; 0.4 
12 8 19.5 ± 0.9 
13 8 22.ú ;!; 0.4 
14 8 24.3 ± 0.6 
15 8 26.2 ± 0.6 
16 9 28.3 ± 1.8 
17 7 30.3 ± 0.5 
18 6 32.1 ± 1,l 
19 6 33.0 ± l. 7 
20 7 33.1 ± 1.0 
21 7 33. 1 ± 1).9 

22 6 38.3 ± 0.6 
23 8 42.2 ;!; 1.0 
24 6 41.6 ± 0.6 
25 6 41.6 ± 1. (t 

26 6 42.3 ± 1).6 
27 6 43.6 t: 1.2 
28 6 44. 1 ± 0.7 
29 7 44.8 ± 0.9 
30 7 45.3 ± 0.4 

16(1 10 46.2 ± 0.5 

Tomada del artículo de Sims y Pi tts, 1970. 
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II.3.3. Formas moleculares de la GAO. 

Algunos estudios llev.:ldos a cabo por Denner y l.ilu en 1985 

han propuesto que hay das form~s de 1~AD encontradas er1 el 

cerebro de ratas adLlltas. La forma A que no requiere de PLF· 

e::dgeno para su actividad y otra For·ma B que sí lo r~quiere. 

Estas dos formas difieren enormemente en su sensibilidad a la 

temperatura, inactivación y reactivación por eliminación y 

adición de PLP e::ógeno, por la movilidad electroforética y ~u 

distribución regional. Las Formas A y B son inactivadas, 914 y 

lOY., respectiva.mente por •el tratamiento a 45•c dLtrante 30 min. 

La forma A es enormemente inactivada (77Y.) por remoción 

del PLP, mientras que la forma B es sólo ligeramente inactivada 

(7'l.). Estas dos formas pueden ser claramente separ .. i.das por 

electr-oforesis en 51. de gel de poliacrilamida, en la cual, la 

forma A migra más rápidamente que la forma B. 

De die o= regiones del cerebro estudiadas <loc:us 

coereleus, cerebelo, hipocampo~ cuerpo estriado, corteza visual, 

septo, sustnncia negra, corteza olfatoria, hipotálamo y calículo 

superior>. la ~arma A está presente en menores cantidad~~ 

comparadas con la fo1·~a B. Estas diferencias son mayores en el 

calículo superior ,mientras que en locus coeruleus y cereb~lo. 

las formas A y B están presentes en proporciones a.pro):imadamente 

iguales.En la TABLA 2 se muestran los resultados obtenidos en lüs 

die~ regiones del cerebro estudiadas. 

Estos resultados concuerdan bien con las dos -formL's de 

la GAD, p1·cpue~tas a raíz de los trabajos de Tapia y cols .• en 

estudios dur~nte el desarr·allo de la rata (1975, 1976>. 
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TABLA :2. Distribución regional de las dos .formas de l.:\ Gf•D. 

Ac:tivídad de la GAD CCPM/ 100mg peso h•.."tmE?c!o) 

Region T1Jtal Form.c\ A Forma [; 

Locus cerule1..1'Z (7) 22355:t 139 10183±114(1 12172±1~79 
Cerebelo (4) 177202:1551) 9040±1840 9680±3391) 
Hipocampo(4) ::86Z0±:.4t)(1 1(•090± 990 185-::0-t429(1 
Cuerpo estriado (8) ~2844!: 734 7433± 252 15411± 986 
Cor t. visu~l (4) 33480±2800 lü410±10(13 23ü70±-:.ao1 
Septum (8) 57058±2:280 17589± a79 39469±3159 
Sustancia. negra (9) 42833±1841 13150±1170 2968::.±3011 
Cort. ol Fatot"'ia (7) 34267±22:3 10222± 119 24045±2352 
Hipotálamo (9) 367(1(1±1 798 lú:J67± 75() 26333±2548 
col iculo sup. (4) 66420±2041) 142::(1±1260 5219()±3300 

Números en paréntesis san el número de determinaciones. 
Tomada del artículo de Denner y Wu. 1985, página 963. 

más recientes de biología molecular, en 

relacion al análisis del tamaño del KNAm por geles de 

agarosa/formaldeMido. han demostrado qúe durante el desarrollo se 

dan cambios cualitativos en el RNA mensajero de la GAD. En 

estados tempranos del desarrollo aparecen bandas del RNAm de 

mayor tamaño qu~ corre~ponden al RNAm de estados post~riores del 

desarrollo (Bond y cals., 1988>. 

Aunque no se conoce el significado funcional de c-sto1 

pr·opusteron tres posibilidades. durante el des.arrollo Un gen 

transc:t"ito con una homología al gen de la GAO, También puede ser 

que el mismo gen se transcriba c"ampletamente incluyendo enones 

adicionales del mismo gen~ Y ~inalmente esas bandas pueden 

representar un pn~cursor de RNAm transcrito, en donde los 

intr-ones no han sido r"emovido~. 
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It.4.Hétodos de cuantificacidn de la GAD. 

Uno de los pre-requisitos para el estudio de la 

actividad en~imática es que los metodos ut1liz~dog para su ensayo 

sean sensibles. simples ,especí~1cos y rápidos. 

E~:1sten varios métodos para la cuantificación de la GAD 

y estos se basan en medir la produccion del GABA o de uno de los 

subproductos de la reacción~ como sería el CD2
0 

Los más 

comómnente empleados son: el método de producción de ' 4 C02 , 

separación del GABA por columnas de afinidad, medición enzimática 

del GASA. 

II.4.1.Hétodo .S. produccidn de ' 4 C02 

El método del ' 4 C02 fué primero descrito por Roberts y 

Frankel en 1951. Después éste fué remplazado por un método 

radiométrico más sensible y sencillo midiendo la 10rmación de 

formado a partir de su sustrato <L-qlutamato). El 

' 4 C02 liberado durante la reacción es atrapado por soluciones 

a leal inas .• tales como hidró>:ido de potasio, etano lamina, 

hidróxido de hyamina <Albers y Etrady, 1959; Wu, 1976) o 

feniletilamina. 

Este método tiene la ventaja de que es sencill~~ y 

rápido para el ensayo de la GAD on el tejido nervioso. Y 

principalmente que es sensible y específico, ya que pueden 

emplearse cantidades muy pequeñas de tejido para la determinación 

de la actividad de la en~ima <GAO). 
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Una de las serias limitantes del método es G'~C el C0 2 

liberado puede provenir de otras Fuentes, dando como resultado 

una relcción no ~stequiomotrica entre el GABA y el C02 <Orummond 

y Phi 11 ips, 1974; Mac Donnel y Gt·eengard.. 1975~ Wu, y 

col s., 1978a>. 

Otro problema de este método es q1..1e el L-glutamata 

obtenido de origen comercial contiene impur·ez:as (Orummond y 

Phillips, 1974: Chude y Wu, 1976; Martin y Miller, 1976) el cual 

puede liberar 14C02 sin la simultánea formacion de GABA. 

II.4.2.Métodos de cuantificación del GABA. 

11.4.2.1. Separación del GABA por columnas de afinidad. 

a)Filtración rápida. 

En 1976 Chude y Wu modificaron el método de Molinoff y 

Kravitz (1968) por combinación de filtración rápida al vacío y la 

selectividad de las resinas de intercambio iónico para el ensayo 

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

Esta técnica posee la5 siguientes ventajas: 

1º) Es muy simple y rápida, permitiendo reali=ar hasta 

cien ensayos al día, además de que las mezclas de reacción pueden 

ser congeladas y ensayadas de~pués. 

2°) El glutamato marcado radiactivamento, con una muy 

alta actividad específica .• puede ser un método sensible. Siendo 

el compuesto tritiado 

marcado con C14CJ. 

mucho más económico que el sust~ato 
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:;• > La r!?s i na y el SLtstrato L1sados en este mer.ado 

pueden ser regenerados y reutil1;:ados. 

b) Columnas de intercambio iónico. 

Este es un método enzimático llevado a cabo por l<ravit:: 

y cols. en 1965. La actividad de la qlLttamato dcscarbo>:ilasa ~e 

mide por la recolección de 1 •co2 , liberado del 1 •C-gluta~ato, a 

partir de homogenado de tejida ne..-vioso. OespL1és de una hora de 

incubación a 2s•c la reacción se detiene por calentamiento v la 

mezcla de reacción se coloca en una columna de Do"'1e1:-1-acetato. 

El producto es recuperado can lavadoG de agua. 

II.4.2.2. Medición enzim~tica del GABA, 

En ·todos las métodos de determinac1on del GABA pueden 

ser aplicados los ensayos para la GAD, así como '3e describe en o:l 

método en:imático para la determinación del GABA midiendo dura11te 

·un minuto la actividad de la GAD Cse utiliza menos de 1).1. ug de 

peso hL1medo de tejido), (Qkada y Shimada, 1976). 

La actividad de la GAO es medida por la form3ci6r, de 

GABA la cual se determina utilizando el sistema de la GAE-Aasa 

(GABA-transaminasa y succinato sem1aldehido deshidrogena~a) • 
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GABA-T 
GABA t- •x-cetoglutarato ------.> semialoehido + glL1tamato 

succ:ínico 

Semialdehido + NAOP• SSDH 
succínico + H2 ------> succinato + NAOPH + H• 

El NADPH~ forma~o se mide espectrofotometricamente. 

SSDH: Semialdehído succínico deshidrogenasa 

NADP•: Nicotin adenosín dinucleótido fosfato <oxidado) 

NAOPH: N1cotin adenosín dinucleótido fosfato (reducido) 

(l) 

(2) 



II.6. Regiones del cerebro que participan en la actividad motora. 

De acuerdo con lo observado anteriormente y en rel~ción 

a los experimentos en animal~s de laboratorio, se decidio 

estudiar a la GAD en cuatro regiones del cerebro <corte~a 

~rontal, cerebelo. hipocampo y cuerpo 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 y 

previsión y para determinar el humor o ••estado de ~nimo 1'. 

En el cer•b•lo se recibe información de la mayoría de 

los sistemas sensitivos de la corteza cerebral y g~neralmente 

tiene influencia motora sobre la musculatura esquelética. La 

Tuncidn del cerebelo es la de controlar el tono en relación con 

el equlibrio, la locomoción y la postura, así como la. 

coordinación de la acción en movimientos estereotipados y no 

estereotipados. 

El hipocampo Constituye una parte importante del 

sistema límbico, que está funcionalmente asociado con aspectos 

emocionales de la conducta relativos a la supervivencia del 

individuo y de la especie, junto con respuestas viscerales que 

acompañan a tales emociones y los mecanismos cerebrales para la 

memoria. 

El cuerpo ••t~iada participa en tres principales vías 

neuronales. Está formado de fibras que van del tálamo al 

neoestriado y del globus pallidus al núcleo rojo. Esta vía puede 

propoprcionar actividad motora de tipo automático, incluyendo 

re9puestas a cambios emocionales. 
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Cor tez.a fr·onta 1 Cerebelo 

Cuerpo estriado Hipocampo 

Figura 9. Representación esquemática de un corte sagital de 
cerebro de rata y la localización apro>:imada de corteza frontal, 
crebelo, hipocampo y cuerpo estriado. 
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III. O B JET I V O 

Con estos antecedentes y tomando en cuenta 

importancia de la actividad de la GAD para el control de la 

excitabilidad neuronal, el objetivo de la presente tesis es 

valorar la actividad de la enzima y determinar las diferencias en 

la activación por su c:oen:o::ima, el PLP. en regiones del sistema 

nerviosci central involucradas en lu conducta motora (corteza 

~rontal, cerebelo, hipoc~mpo y cuerpo estriado) durante el 

desarrollo ontogénic:o de la rat:.c:i. 
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IV. MATERIALES, REACTIVOS Y METDDDS. 

IV.1. Hateriales para el método del ª 4 co
2

• 

Se uti l 1::aron ratas W1star de 2, ..J' 1(1, 15, 25 y 91) días 

de edad. 

El ácido glutámic:o y el PLP se obt1..1vieron de Sigma 

Ch•mical Co. El ""'C-glutamato fué obtenido de New England, el 

hidró>:ido de hyamina de Amersham y el resto de los reactivos de 

Merc:k. 

La actividad de la GAD se cuantificó utili=ando el 

método radiométrico descrito previamente por Albers y Brady 

(1959> con algunas modificaciones. 

Se utilizaron ratas de las edades mencionadas las cuales 

fueron sacrificadas por decapitación. Se obtuvo el cerebro y se 

realizaron las disecciones de las cuatro regiones Ccorte=a 

frontal, cerebelo, hipocampo y cuerpo estriado> sobre una caja 

Petri en hielo. Las regiones se homogeni=aron en bu-frer de 

fosfatos 50 mM pH 6.4 al 204 (peso/volumen). De este 

homogenado, se tomaron alícuotas de 25 ul para cada ensayo de 

actividad de la GAD. 

En tubos de vidrio pyrex de apro>:imadame'nte 200 ul de 

capacidad, se incubaron 25 ul del hcmogenado en presencia de 29 

ul de buffer de fosfatos 10 mM pH 6. 4; B ul de una me;;:c la de L

glutamato 10 mM y 1-L- 1 ~c qlutamato 0.05 µCi (concentracionos 

Finales>. Como parte del objetivo del trabaJo es valorar la 
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activacion de la GAD por el PLP, algunas c:ondic1ones se ensa'r'dt·on 

en ausencia de PLP y otras en pr"'esencia de PLP O. t mM 

<concentrac:16n final). 

Los tubos que contenüln la me::cla da incubac:1on~ se 

conectar·on por medio de mangueras de hule can tubo-::. de vidrio 

pyr'e}: del mismo valumen que contenían 50 ul de hidró>:iCa de 

hyamina, para permitir 13. di.fusión del " 4 CO::i gE?nerado durante l~ 

reacción. 

Los tubos se colocaran en gr~dillas de acrílico y se 

incubaron durante 2() minu,tos en un baño de agitación <American 

Optical, modelo 4061)15> a temper:ttura constante de 37~c. 

La reacción se deti..wo inyectando 1(11) µl de ácido 

sulfúrico 2 N a través del tubo de hule con el fin de 

desnaturalizar la enzima. 

Par~ permitir la total difusión del " 4 C02 hacia el tubo 

que contenía el hidróxido de hyam1na. las muestras se mantuvieron 

en el baño de incubación dLlrante una hora má~. 

Lo~ tubos con el 14C02 atrapado se colocaron en viales 

con 10 ml del liquido de centelleo CTritosol: ~.s- dir'eni loxa=ol 

PPO, Sigma Chemical Ce., q g; etanol q6%, ~18 ml; triton X-100. 

771 ml; etilenglicol, 111 ml; >:lleno, 181)() ml, J.T. Bal~er). Se 

ag í ta ron y se contaron en un contador de cent~l leo l iqu 1 do 

<modelo Beckman LS 75(J0). Las muestt"as se procesaron por 

duplicado y se determinó la cantidad de proteina/ml contenida en 

el homogenado origina l. El método ut i l i ::a do fué el de Lowry 

(1951), que es una modi~icación de la reacción de biuret con 

cobre <II> alc~lino y la reacción da una sal compleja d~ 

molibdot1..mg·;t:.'.'.to. llam:::"'.du r~acti.vo de Folin-Ciocalteu. el cual da 
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un intenso color azul-verdoso con el compleJo de biuret de 

residuos de tirasina y triptofano presentes en la proteína. El 

método prepare iona una seros i bi l i dad d~ apra:: imadamente 10-200 ug 

de proteína. Este es mucho mas sensible que la r·eacción de 

biuret. 

Los resultados del método del l4C02 se obtuvieron en 

cuentas por minuto CCPN> y para transformarlos se hicieron los 

siguientes cálculos: 

A cada muestra se le resta el blanco y las CPM se transforman en 

desintegraciones por minuto (OPH) con la siguiente relación: 

DPM = CPM/Y. eficiencia de conteo x 100 

Se realizó una curva con estándares sellados externos 

con el fin de conocer el t. de eTiciencia del contador de 

centelleo líquido utili:ado. 

Para determinar la actividad específica, se realizaron 

los siguientes cálculos: 

1> 1).25 mCi 1 "'C-glutamato - 2.5 ml dQ solución 

2) 

3) 

X mCi 

0.1 mCi 

mCi 

3.12 uCi 

X uCi 

- l. O ml 

14C-glutamato - 1.0 ml 

X= 0.1 mCi 

0.0312 ml (de solución 

en la mezcla radiactiva) 

X= 0.00312 mCl ª'C-glutamato 

••C-glutamato - 500 ul (volumen final di; la. 

mezcla radiactiva> 

- 8 µ l Cal ícuota en cada 

tubito de reacción) 

X= 0.049 uCi ª 4 C-glutamato <en cada tubito) 
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4) Por cada tLlbito de reacción, se tienen 71) ul de volumen total 

de la me::cla de incubación, en los cuales se encuentran 

71)t) nmoles da ácido glutámic:o no mat·r::ado. Est<.? dato nos C?S 

útil para determinar la actividad específica del glutamato 

radiactivo. La relacion es la siguiente: 

0.049 uCi ' 4 C-glutamato - 700 nmoles de glutamato no 

marcado 

5> 2.22 x 10• OPM - 1 uCi " 4 C-glutamato 

X DPl1 - 0.1)49 µCi ' 4 C-glutamata 

X= 108. 7 x 103 DPM en 700 nmoles de glutu.mato 

b) 108. 7 >: 10' DPM - 700 nmoles de glutamato 

X DPM - 1 nmol de g lutamato 

X= 154 OPM están en nmol de glutamato. 

Entonces, tenemos qua 154 OPM = 1nmol de g lutc:-mato, 

debido a que la reacción es estequiométrica~ también corresponde 

a nmol de GABA y a 1 nmol de CO:z. De esta manera se obt\~nen 

los nmoles de C02 • que rela.cionados a la proteína. 'Y los 

resul tactos se pueden repor ta.r en nmoles de C07 /mg de pt"oteí na/:?0 

mnutos. 

Se calcularon los 'l. de activación en presencia de PLP. 

se obtuvieron los promedios de todos los regultados y se 

reportaron con su respectivo error estándar. 

En algunos casos se aplico la prueba estadística "t" de 

StL1dent, con el fin de valorar las diferencias estadísticamente 

significativas entre los 5~ 15 y 90 días de edad. 
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V. R E S U L T A D O S 

a> Corteza frontal. 

La t~bla 3 re~ume los resultados obtenidos en corte:a 

frontal en 1 as di fer entes edades estLtdi adas. 

En la tabla se muestr~ el inc~~mento de proteína a los 

2, 5, 1(1, 15, 25 y 90 días de edad. Así mismo se presenta la 

act1v1dad de la GAD en nmoles de CD21mg de proteína/20 minutos en 

ausencia y presencia de PLP a~adido .!!! vitre, además del ~ de 

activación de la GAD por el PLP. 

La actividad de la GAD en corteza frontal,se incrementó 

con respecto a la edad, siendo est• incremento m~s importante en 

los primeros 15 días en los que se alcanzó la má~ima actividad, 

tanto en los e>:perimentos con PLP como en aquel los en que no se 

añadid la coen::ima <Figura 10). 

L• figw"a 11 muestra el 'l. de activación de la GAO por el 

PLP en corte~a frontal a las edade~ mencionadas anteriormente. 

Se observd que este 'l. de activacion S$ ligeramente mayor 

en edades tempranas, aunque las diferencias entre todas ellas no 

~ueron estadísticamente significativas. El % de activacidn en 

esta regidn varid del 40X al 70X. 

b) Cerebelo. 

La tabla 4 muestra el resLtmen de da.tos e>:perimentales 

obtenidos en cerebelo da ratas de diferentes edades. Al igual que 

en la tabla 3 se incluyen los resultados en mg de proteína 

determinado como promedio de 4 a 13 e>:perimantos, el X de 

activacidn así como la actividad de la GAD en presencia de PLP y 
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en ausencid de PLP, 

La figura 12 mueGtra el incremento de ac:tividad de la. GAO en 

función de la edad con y sin PLP. En ausencia de f='LP, a 2 di.:rn '.le 

observó un aumento en la i\ctividad de 17.8 nmolc!S de CO:i;mg 

proteína/:!!) minutos, y a 90 dias :36.9 nmoles da CO:i/mg 

proteína/~O minutos y en presencia de PLP, a 2 días, de 32,6 

nmoles de CO:a/mg proteina/~O minutos mientras que a los 90 d.J.as, 

52.7 nmole• de CO:i/mg proteína/20 minuto~. 

El 'l. de activación de la GAD resultó ser mayor a los 2 

días, comparado con ed~das posteriores del desarrollo 

diferencia entre este porc:entaje de activación a los 2 días y 

días Fué estadístic:amente siqnificativa <Figura 13>. 

e> Hipoc:•mpo. 

la 

90 

La .tabla 5 resume los resultados e>1per1mentales 

obtenidos en el hipocampo de 1·atas en desdrrollo. En esta se 

observa el incrementa esperadlJ al contenido da pt•oteina y 1-"' 

actividad de la GAD con respecto ~ la edad y se muestra el 'l. de 

activ~ción de la GAD por el PLP. 

La actividad de la GAD sin PLP a los 2 y 5 dí.as do e·:l~d 

es similar, 11.4 nmoles C02/mg proteína/21) min y 11.6 nmoles de 

C02/mg proteína/20 min. V desde los 10 hasta los 90 días la 

actividad no varía notablemente ,25.5 d 34.:::> nmoles co~/mg 

proteína/20 minutos <Figura 14>. 

El 'l. de act i vac i dn de la GAD debida al PLP J'tté mayor a 

los 5 días (84. 7'l.> y menor a los 25 días CJ4.J'l.). Sin embargo ni:> 

se observaron diferencias estadísticamente signific3tiv~s entre 

l.:ts dirnrontas edades <Figura 15). 
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d) Cuerpo estriado. 

La tabla 6 muestra el resumen de los resultados 

obtenidos experimentalmente en cuerpo estri~do, reportados de la 

mi~ma manara que en las tablas anteriores. 

Los mg de proteína en las diferentes edades se 

incrementaron durante el dasarrollo de la rata, así como la 

actividad de la GAD con y sin PLP. 

La actividad de la GAD en esta regidn, en ausencia de 

PLP~ se incrementó con respecto a la edad. Esta incremento va 

desde 11.4 nmoles de CO:a/mg proteína/20 minutos en 2 días a 31.7 

nmoles de C02 /mg prot•ína/20 minutos en 25 días. 

En la presencia de PLP exógeno, la actividad de la GAD 

fu6 de 20.1 nmoles de C0 3 /m9 proteína/20 minutos a los 2 días y 

de 50.5 nmoles de C02/mg proteína/20 minutos a los 90 días 

(Figura 16). 

En la figura 17 los Y. de activación de la GAD por PLP no 

presentaron diferencias estadisticamnete significativas entre si 

de 2 a 10 días, pero si pudieron ser observadas entre: lo~ 15 y 

25 días, los 15 y 90 días. 

En esta región es en donde el % de activación fué mayor, 

comparado con las otras regicne~. 
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TABLA 3. Corteza -frontal. 

Edad 1 
~mg 

1 

Actividad 
<nmol C0 2 /mq 

prot./25ul Sin PLP 
de li.\ GAD ! I 1 prot/20 min) % Activación 

1 
¡ Con r'LP ~~ ~ 

2 t). :!358±0. úl 13. 4±1.5 22. 1±2. 2 69.2± 9.(1 11 

5 1). 2916±(1. 03 15.7±2.9 24.2±3.B 61.0±15. 1 6 

10 0.2655±0.l)l 31).9±2.5 45.5±3.9 49.8± 8.t) 20 

15 o. 4603±1).1)4 35.7±3.6 50.8±3.9 45.2± 7.2 8 

25 o. 4718±0. fJ3 27.6±3.0 38.9±4.4 41).8± 5.4 7 

90 0.4643±0.(11 29. 6±2.5 42. 2±4. (1 42.9± 5.5 7 

Valores pr·omedio ± Error ~stándar. 

ACTlVIDAD DE LA GAD 
CORlEZA FRONTAL 

~ 50 

~ 
o 
~ 

~ 'º 
E' 
' " Jo 8 
~ 
.$ 

~ 
70 

~ 10 

100 

EOAO (dio::1) 
e COH PlP + sm PlP 

Figura 10. ~ctividad de la GAD en corte:a frontal en aus2ncia (+) 
y presenci.a (0) dePLF'. Se muestra .3 diferente!; edades d~l 

"''1-'iarrollo l?n pro.ned1os d~ cada una de éi;;tas ± S.E.!·\. 
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% DE ACTIVACION DE GAD 
COl!lEZA FRONTAL 

100 

•o 

BD 

70 

§ 60 

1 50 

... 
e 40 

" 
30 

20 

10 

EDAD (d;,•) 

Figura 11. r. de Activacidn de la GAD por PLP a diferentes edades. 
El PLP s• a~adió al ensayo in vitre Y se consideró la actividad 
de la GAD sin P~P como el 1oor.. 9• muestran los resultados de 6 
experimentos a diferentee edades. 
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Figura 12 • Act.ividad de la GAD e>:presado en nmoles de 

proteína/2(1 min., en ausencia C+> y presencia (0) de 
cerebelo. 

43 

de 
en 



% DE ACTIVACION DE GAD 
CEREBELO 
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o 
5 10 15 25 90 
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Figura 13. Y. de activación de la GAD por PLP en cerebelo a 

diferentes edades. 
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TABLA 5. Hipocampo. 

<nmol C02 /mg prot/20 min> % Activación Edad 1 
~mg 

1 

Ac:tividad de la GAD 1 l l 
prot./25ul Sin PLP l~c_o_n~P_L_P~~- -~d-e~l-a~G_A_o~ __:'. 

2 o. 1591±(1.02 11.4±1.4 17 .6±1. 7 

5 0.2181±0,01 11. 6±1. 8 20.8±2.4 

10 0.2400±0.02 26.1±2.5 44.4±5.1 

15 0.3381±0.01 25.5±2.5 41.6±4. 3 

25 0.4046±0.04 30.1±2.9 40.6±4.9 

90 0.4629±0,13 48.3±5.6 

Valores promedio ± Error estándar. 

s e 
o 
~ 
.J 

t 
r .... 
8 
¡; 
e 

..s 

50 

•a 

JO 

20 

10 

ACTIVIDAD DE LA GAD 
HIPOCAtr.tPO 

o 20 

n CON PLP SIN P1.P 

59. 3±12.1 7 

84. 7±17.5 5 

69.6±10. 7 14 

63.8±12.1 9 

34. 3± 7,2 6 

40.1±12.0 7 

eo 100 

Figura 14. Actividad de la GAD en ausencia (+) y presencia <O> de 
PLP en hipocampo. 
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% DE ACTIVACION DE GAD 
HIPOCAMPO 
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IOD 

•o 

8D 

~ 
70 

1 8D 

i't l50 

11 
4D 

30 

2D 

10 

o 

EllAO e-> 

Figura 15. X de Activacidn de la GAD por PLP en hipocampo a 
diferentes edades. 
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TABLA 6. Cuerpo estriado. 

1 Ac:tividad de la GAD 1 

1~1 Edad 1 <nmol co2/mg prot/20 minl •t. Activación 
(diasl mg P'Ot./25ul Sin PLP 1· Con PLP de la GAD 

2 0.1278±0.01 11. 4±2 .. 0 2t).1±4.4 7:2.4±14.4 6 

5 0.1740±íJ,02 12.:?±1. 7 23. 1±1. 6 1(12. 7±25. 4 5 

10 0.1900±0. 02 21.6±2. q 38.9:!:4.B 98. 7±25.3 14 

15 0.2218±0.02 21.9±2.9 48.0±6.6 119.5± 9.4 10 

25 0.3316:!:0.03 3t.7±2.1 45.8±3.9 45.1± 9.8 6 

90 0.4301:!:0.02 29. !:!:3.1 5(1,5±6.9 70.6:!: 9.7 7 

Valoreg prom•dio ± Error ~stándar. 

ACTlVIDAD DE LA GAD 
CUERPO ESTR~OO 

70 

¡ 60 

o 
~ 50 
~ 

K 
r 40 

' " o 
u 
1i 30 

l 
~ 20 

~ 10 

40 eo eo 100 

a CON PLP EDAD (dioo} + SIN PU> 

Figura 16. Acti\fidad de la GAO e>:pl"'esada en nmoles da CO:a/mg de 

proteína/20 minutos, en cuerpo estriado. 
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% DE ACTIVACION DE GAD 
CUERPO ESmlAOO 
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Figura 17. % de Activación de la GAD por PLP en cuerpo estriado en 
diferentes edades. * P < 0.02. 
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La tabla 7 resume lo$ promedios de los Y. de activación 

de la GAD por PLP en las distintas regiones del ce~ebro y en las 

diferentes edades. 

TABLA 7. 

Y. de Activación de la GAD por PL.P 
Edad 

<di.as} Corteza frontal Cerebelo Hipocampo Estriado 

2 69.2± 9.0 85.3± s. l 59.3±12.1 72.4:1:14.4 

5 61.0±15.1 50.2± 3.9 84.7±17.5 102.7±25.4 

10 49.8± a.o 73. 8±11. 7 69.b±l0.7 98.7±25.3 

15 45.2± 7.2 48.8± 4.7 63.9±12.1 119. 5± 9.4 

25 40.8± 5.4 51.5:!:14.0 34.3:1: 7.2 45. l± 9.8 

90 42.9± 5.5 43.0± 6. l 40.1±12.0 70.6:1: 8.7 

Valores promedio ± Error estAndar. 
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VI. DISCUSION. 

$Actividad regional de la GAO durante el desarrollo. 

El incremento de la actividad de la GAD durante el 

desarrollo 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 días de edad se alcanzó un má~:imo de 

actividad comparado con los 2, 5 y 25 días. 

Otros trabajos realizados en regiones del cerebro, 

muestran resultados similares. En corteza Front•l, cerebelo. 

hipotálamo y estriado de ratas. en edades de 1 a 90 días de edad, 

el incremento en actividad de la GAD <umoles C02 19 de peso 

h(Jmedo/hora> Tu6 cualitativamente 5\milar <Rothe y col •• 1988>. 

De las cuatro regiones estudiadas en el presente 

trabajo, la que alcanza más rápido el má>:imo de ·actividad con 

respecto al desarrollo es la corteza ~rontal (50.8 nmoles C02/mg 

proteina/20 minutos en los 15 días de edad), seguida de cerebelo, 

estriado e hipocampo. 

Aunque en las cuatro regiones estudiadas se observó el 

incremento de la actividad de la GAD con respecto al estado de 

maduración de los animales , fue notorio que en todas las 

regione9 hubo una tendencia aparente a disminuir la actividad de 

esta enzima en la etapa adulta (90 días) con respecto a edades 

tempranas (10 a 15 dlas>. 

Lo anterior puede ser e>:plicado por la manera de reportar 

la actividad de la GAO. Nuestros resultados han sido e>:presados 

en nmoles C02 /mg de proteína. La cuantificación de la proteína 
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en los homogenados crudos, es un buen parámetro, para expres~r la 

actividad relativa de una enzima: sin embargo~ cabe la 

posibilidad que en nuestro trabajo el incremento d~ la proteina 

con respecto a la edad no sea directamente proporcional al 

incremento de la,, actividad de la enzima <GAO). Esto podria 

e>:p l icar que en edades adultas, en que se alcanza una al ta 

concentración de proteína en el homogenado de cada región 

cereb..-al, la actividad de la GAD puede aparentemente parecer 

menor que en edades más tempranas. 

Sin embargo , ~o se puede descartar que esta aparente 

disminución de la actividad en etapas adultas comparadas con 

edades mas tempranas del desarrollo pueda tener algún significado 

funcional. 

*Activación.de la GAD por PLP. 

En cuanto a la activación por PLP es bien sabido que el 

papel de esta coem:ima en la actividad de la GAD .• es -fundamental, 

ya que sin ella se modi.fica importantemente la producción de 

GABA. 

Denner y Wu <1985l, han reportado diferencias en la 

distribución regional de la activación por PLP en el cerebro de 

ratas adultas que los ha llevado a mencionar la e>tistencia de dos 

formas de la GAO : la forma A independiente del PLP ewógeno y la 

forma B, más dependiente •• El cuerpo estriado y el hipocampo son 

. regiones donde prevalece la forma B, mientras que en el cerebelo 

la proporción de ambas es similar. 
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En corteza frontal la activación es casi la misma a los 

15, 25 y 90 días y ligeramente mayor a los 2, 5 y 10 días. Aunque 

las diferencias na san estadisticamentc significativas entre 

ellas. En cerebelo se encontró disminución de la activación por 

PLP a los 5 y 90 dlas. Estadísticaments> solo hubo diferencias 

significativas entre los 2 y 91) días. Comparando estos resultados 

con los obtenidos en la corteza frontal, la activación se 

incrementó en los 2 y 10 dias. 

En hipocampo se observa que la activación de la GAD es 

mayor en etapas tempranas. aunque disminuye en etapas posteriores 

del desarrollo. Comparando las dos regiones anteriores con esta, 

se observó que en los 5 días la activación fue mayor en esta 

región, pero no se encontraron diferencias estadísticamente 

signific'ativas entre cada edad. 

El cuerpo estriado fue la región donde más activación 

por PLP se encontró, ya que tanto en etapas tempranas como en las 

adultas del desarrollo la activación por la coen=ima fue la más 

importante. Los resultados obtenidos en esta última región están 

de acuerdo con los reportados para ratas adultas por Denner y Wu 

(1985). 

En homogenados de cerebro completo de ratas se han 

reportado con respecto a la activación de esta en~ima que la GAD 

del recién nacido es menos activada por PLP que la enzima del 

adulto <Tapia y Meza-Ruíz, 1975¡ 1976). 

La existencia de dos formas de GAD con di-ferente 

sensibilidad para activarse por PLP, y una cierta distribución 

regional durante el desarrollo, no parece evidenciarse de manera 
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clara con los resultados obtenidos. S1 bien,en hipDCi:'impo y CUé.·rpo 

estriado. se observó cierta tendencia de mayor activación de la 

GAD por PLP. 

Posiblemente una de las caL1sas que no nos permitieron 

demostrar lo que ya ha sido reportado en animales adultos. con 

respecto a las dos formas de la GAD con d1rerente patron de 

activ~ción por PLP , fue metodológica. 

En animales adultos ha sido claramente mostrado que 

e)tiste una amplia. concordancia E?ntre l~ producción de 1.•CO:t y la 

actividad de la GAD en cer,ebro, pues la cantidad de C02 producido 

es muy similar a la cantidad de GABA formado <GABA/~~co2 1>. ·En 

homogenados de hígado (con actividad metabólica distinta a la de 

tejido cerebral) 1 provenientes de rata adulta, la incubación con 

glutamato radiactivo, bajo condiciones optimas para cuantificar 

actividad de·la GAO, la producción de 1 •co 2 es de 2 a 4 veces m~s 

alta que la rormació;i de GABA (Wu y col •. , L978). En er:per-imentos 

reali=ados en nuestro labarator"io e>:isten evidonc1as t:fe que en 

homogenados d~ cerebro de ratas en desarrollo <particularmente de 

2, 5 y 11) días de edad) la estequiometr"'ia 1 4 C02/GABA es mayar a 1 

<Arias y cols •• enviado a publicación). por lo tanto. durant~ el 

desaFrollo es muy probable que la producc1on de 1 •co2 proveniente 

del ' 4 C-glutamato no se deba exclusivamente a ia actividad de la 

GAD, pues como se sabe el 1 •C02 puede ser originado po~ la 

descarboxilac:ión oxidativa del e&-c.etoglutarato. el cual a su ve;: 

puede derivar, por transaminacíón o por o;.:idacidn, del qluta.ma.to .. 

De esta manera parece ser que el método de 

cuantii=icación tJel 1.•co-:1 pL1ede no reflejar estrictamente la 

actividad de l~ G~O durante los primeros 10 días del desarr·ollo. 
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En animales de 15 días de edad en adelante. parece 

existir una buena correlación estequiométrica como la reportada 

para animales adultos en trabaJos previos <Arias v ccls., enviado 

a publicación; DrLtmond y Phyllips, 1974}. 

Sin embargo. y pese a la anterior limitación 

metodologica, fue posible observar en nuestrcg datos una clara 

tendencia a una mayor activación de la GAD por el PLP, que 

resulta estadísticamente significativo en el cuerpo estriado, con 

respecto a las demás regiones estudiadas. La e>:istencia de una 

forma de GAO con mayor dependencia para activar&e por· ~u coen:ima 

y con cierta. distribución en regiones del S.N.C., puede_n hacer 

pensar que los cambios en la disponibilidad del PLP afectarán de 

manera m~s importante la actividad de la GAO en estas regiones y 

con los consecuentes cambios conductuales asociados a la pérdida 

del control inhibitorio. 
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VII. CONCLUSIONES. 

1. El aumento de actividad de la GAD durante el 

desarrollo de la rata varia en las distintas regiones 

estudia das. 

2. La activación por el PLP parece ser mas importante 

en el hipocampo y en el cuerpo estriado durante el 

desarrollo ontogénico de la rata. 

·J• Es necesario'considerar que la produccion de .. 
C02 

puede no guardar una reiac1on estequtométrica ccn la 

producción 

desarrollo. 

del 
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