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CONTRIBUCIONES ORIGINALES

EL ACIDO Y-AMINOBUTIRICO Y LA INHIBICION NEURONAL
EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL*

RicArpo TAPIA IBARGUENGOYTIA

Es cada vez mis claro que el GABA juega un papel funda-
mental en ¢l funcionamiento del SNC, papel que estd intima-
mente relacionado con su accidn inhibidora sobre la actividad
nenronal. Esta inhibicin es probablemente determinante en la
regulacion de la excitabilidad cerebral.

La participacion de la reaccion de sintesis de GABA, cala-
lizada por la GAD, parece ser fundamental para que la funcién
inhibidora del GABA se ejerza adecuadamente. En otras pala-
bras, la poza de GABA recién sintetizado es probablemente la
gue es fisioldgicamente importanie. La regulacion de la acti-
vidad de la GAD por el PLP libre, y por tanto en ultimo
andlisis, la disponibilidad de esta coenzima en las terminales
sindpticas GABA-érgicas, constituye nn mecanismo melabdlico
de control de la excitabilidad nenronal, Las propiedades de este
sistema metabélico PLP-GAD cambian durante el desarrollo
postuatal. Este fendmeno, que podria lamarse de maduracion
nenroquimica, constituye probablemente ana de las razones de

% Trabajo de ingreso a la Academia Nacional de Medicina, presen-
tado el 1o. de octubre de 1975.

+ Departamento de Biologia Experimental. Instituto de Biologia.
Universidad Nacional Auténoma de México.
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las diferencias de susceptibilidad a las convulsiones observadas
entre los animales, recién nacidos y adultos. Estos hallazgos
pueden conduciv a un mejor entendimiento de las alteraciones

de la excitabilidad cerebral en la infancia.

Reconocimientos

Parte de los experimentos cuyos resulta-
dos se mencionan en este trabajo se rea-
lizaron gracias a la ayuda del fondo Eli
Lilly y la Academia Nacional de Medi-
cina.

El fenémeno fundamental del funcio-
namiento del sistema nervioso central
(SNC) es la transmision del impulso ner-
vioso. Entre una neurona y otra esta trans-
mision se lleva a cabo en los sitios de
contacto funcionales establecidos entre las
terminales de los axones y la siguiente
neurona. Tales sitios se denominan sinap-
sis.

En una sinapsis quimica (existe un tipo
especial de sinapsis en las que el impulso
nervioso se transmite a la siguiente neuro-
na sélo por un mecanismo eléctrico, equi-
valente a la conduccién del impulso a lo
largo del axén; este tipo de sinapsis es
muy raro en el sistema nervioso de ver-
tebrados) el impulso nervioso se transmite
mediante una sustancia, el transmisor si-
ndptico, que se produce en el botén pre-
sindptico y se libera hacia el espacio in-
tersindptico para su combinacién con un
receptor especifico en la membrana post-
sindptica.

Es un hecho conocido que existen si-
napsis inhibidoras y sinapsis excitadoras,
constituyendo dos sistemas 1p1rentemente
similares en cuanto a su mecanismo fisio-
I8gico. Sin embargo, mientras que en las
sinapsis excitadoras la llegada del impul-
50 netvioso resulta en una despolarizacién
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de la membrana postsinéptim con la con-
ser.uente transmision del 1mpulso en las
bidoras se observa una hi-
perpolarizacién, que da por resultado un
bloqueo de la transmisién de cualquier
impulso nervioso que pudiera llegar si-
multineamente por otra terminacién si-
ndptica a la misma neurona (fig. 1). Se
acepta en la actualidad, practicamente por
todos los investigadores en este campo,
que ¢l transmisor en las sinapsis inhibi-
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1 Cuando los estimulos excitadores alcanzan el
umbral de despolarizacién, la neurona produce un
potendai de accién que se propaga a lo largo de
su axén. La llegada de un estimulo inhibidor ori-
gina una hiperpolarizacién de la membrana post-
sindptica, que es suficiente para que no se alcance
el umbral con la misma estimulacién excitadora.
La neurona ha sido inhibida.
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2 Sintesis de GABA a partir de dcide glutdmico,
catalizada por la glutamato descarboxilasa, enzima
que requiere piridoxal fosfato (FP) como coen-
zima.

doras —transmisor inhibidor— es dife-
rente del transmisor en las sinapsis exci-
tadoras.

Entre las varias sustancias que han sido
postuladas como transmisotes sindpticos,
ademas de la acetilcolina cuya participa-
cién en las sinapsis neuromusculares y
ganglionares es bien conocida, las cateco-
laminas (dopamina y noradrenalina), la
serotonina y algunos aminodcidos como €l
4cido glutimico, la glicina y el dcido y-ami-
nobutirico (GABA) han adquirido gran
importancia en los Gltimos afios. Desde el
punto de vista bioquimico, es un hecho
de gran interés que la sintesis de dopami-
na, serotonina y GABA depende de la
actividad de enzimas que catalizan el mis-
mo tipo de reaccion, consistente en una
descarboxilacion de aminoacidos. Entre
estas enzimas, la glutamato-descarboxilasa
(GAD), de cuya actividad depende la
sintesis de GABA (fig. 2), ha llamado
poderosamente la atencién de los investi-
gadores en este campo desde su descubri-
miento en 1950 * * fundamentalmente por
dos razones. Primero, porque la GAD, y
por lo tanto el GABA, se encuentran

exclusivamente en el SNC de mamiferos:
sélo pequenisimas cantidades se han en-
contrado en todos los otros tejidos estu-
diados;® y segundo, porque el GABA es
un aminoicido que, de acuerdo con un
gran niimero de trabajos neurofisioldgi-
€0s,*" parece ser un transmisor sindptico
inhibidor en el SNC.

El GABA como transmisor sindptico
en ¢l SNC

Ha sido ya mencionado que el GABA, asi
como la GAD, estin presentes en el cere-
bro, con lo cual el primero cumple con el
primer criterio para ser considerado como
neurotransmisor. Se ha seflalado ya tam-
bién que por medio de técnicas neurofi-
siolégicas se ha demostrado que el GABA
tiene una accién inhibidora sobre la acti-
vidad neuronal en pricticamente todas las
regiones del SNC en que se ha probado.*”
Este efecto inhibidor, asi como los cambios
de permeabilidad i6nica que produce en
la membrana postsindptica, son idénticos
a los del transmisor inhibidor natural (es-
timulacion eléctrica).® * Estos dates indi-
can que el criterio de identidad de accién
fisiologica también lo cumple el GABA,
A continuacién se enumeran ofros de los
criterios para la identificacién de un trans-
misor que han sido demostrados para el
GABA. Todos ellos son congruentes con
la idea de que este aminoicido es un
transmisor inhibidor en el SNC de mami-
feros:

La GAD esta concentrada en las termi-
nales sindpticas,*** especialmente en las
de las regiones inhibidoras del SNC.*# **

Existe un mecanismo de su eliminacién
del espacio sindptico, que consiste en su
captura por la misma terminal sindptica

ACIDO y-AMINOBUTIRICO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 223



y probablemente también por las células
gliales y la neurona postsindptica.'®"

Existen sustancias que, aplicadas ion-
toforéticamente, bloquean especificamen-
te los cambios de potencial en la mem-
brana postsindptica producidos por el
GABA 18 19

Se libera espontinecamente de termina-
les sindpticas aisladas, de rebanadas de
tejido cerebral o de tejido cerebral i sitx,
en ausencia de Ca*, y esta liberacién au-
menta por estimulacién eléctrica en pre-
sencia de Ca?".20-2

Tanto la glutamato-descarboxilasa co-
mo Ia concentracién de GABA disminu-
yen cuando se produce experimentalmente
una degeneracion de las terminales sindp-
ticas que neurofisiolégicamente funcionan
como GABA-érgicas, lo cual no sucede en
terminales no GABA-érgicas.*

La administracién a animales de expe-
rimentacién de sustancias que bloquean la
accién fisiologica del GABA resulta in-
variablemente en la aparicién de convul-
siones. Es posible bloquear la accién fisio-
légica del GABA al menos mediante dos
mecanismos: «) bloqueo del receptor
postsindptico, o %) bloqueo de su li-
beracién, Al menos dos sustancias, la

3 Sintesis de piridoxal fesfato a partic de piri-
doxal. El piridoxal es fosforilado por el ATP,
mediante la accién de la enzima piridoxal-cinasa.

bicuculina y la picrotoxina, actian pro-
bablemente mediante el primero de estos
mecanismos ** * y ambas son potentes
agentes convulsivantes.*® **-*¢ No se cono-
ce ninguna droga que bloquee la libera-
cibn de GABA; sin embargo, cuando la
sintesis de GABA disminuye por inhibi-
cién de la glutamato-descarboxilasa, ocu-
rren convulsiones independientemente de
la concentracién de GABA en el cerebro,
que puede estar aumentada o disminui-
da.”» 2729 Ademas, la actividad de la en-
zima presente en la parte soluble de la
terminal sindptica (sinaptoplasma) dis-
minuye durante las convulsiones produci-
das por algunas drogas.'®

Estudios sobre la actividad de ln GAD
y su regulacidn por fosfato de piridoxal

Ha sido ya mencionado que la enzima
responsable de la sintesis de GABA es la
GAD. Como todas las descarboxilasas de
aminoécidos, esta enzima requiere fosfato
de piridoxal (PLP) —la forma activa de
la vitamina B;— como coenzima. Una
propiedad caracteristica de la GAD a este
respecto es su dependencia de PLP libre,
es decir, la enzima no estd saturada por su
coenzima.* * Una setie de experimentos
indican que esta dependencia de PLP
libre no es un fenémeno artificial, ob-

ATP ADP
OH
HC=0 HCO |
HO "~ CH,-OH R HO . CHp-O-F=0
DOXAL
H3C CINASA HaC OH
Piridoxal Piridoxal fosfato
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Cuadro 1 Cambios en la actividad de la piridoxal-cinasa y la GAD, y en la concentracidn de PLP, en el

cercbro de ratones tratados con varias sustancias *

GAD
Sustancia 7 Piridoxal-cinasa PLP Sin PLP Con PLP |
PLP-glutamil hidrazona 36 56 42 4
PLP-hidrazona no sustituida 32 60 48 7
PLP-monometil hidrazona 19 55 40 0
y-Glutamil hidrazida 51 100 82 39

# Las cifras son porciento de disminucion en todos los casos, tomadas de la ref. 28.

+ Todas las drogas produjeron convulsiones ténicas y muerte en el 100 por ciento de los animales inyecta-
dos, 30-45 minutos después de la administracion de las PLP-hidrazonas (dosis: 0.22 pmolas/Kg.) y 2-3
horas después de la administracion de la hidrazida (dosis: 12.4 pmolas/Kg.).

+ El PLP se agregd al medio de incubacidn, en una concentracién 107" M.

servable solamente cuando se mide la ac-
tividad de la GAD in witro, sino que
efectivamente tal situacién ocurre en el
cetebro in vivo. En efecto, experimentos
realizados en nuestro laboratorio indican
que cuando se disminuye la concentracién
de PLP cerebral mediante la administra-
ci6n de sustancias que inhiben la actividad
de la piridoxal-cinasa (enzima responsa-
ble de la sintesis de PLP a partir de piri-
doxal) (fig. 3), la actividad de la GAD
disminuye también. Un hallazgo impor-
tante que comprucba la relacién entre
concentracién de PLP y actividad de Ia
GAD es que al agregar la coenzima 7
vitro al medio de incubacién para la de-
terminacién de la enzima, la inhibicién
es completamente abolida, excepto cuan-
do la droga usada afecta directamente la
actividad de la GAD (cuadro 1), como
es el caso de la y-glutamil hidrazida.** *
Esta relacion entre PLP y GAD in vivo
ha sido demostrada también mediante ex-
petimentos en los que la concentracion de
PLP se disminuye por la administracién
de una dieta deficiente en vitamina B;.*
Es de interés enfatizar que, como ha sido
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4 [Efecto convulsivante de la PLPGH en ratones
de diferentes edades. Los animales més jovenes no
tuvieron convulsién tonica generalizada, sino sola-
mente contracciones continuas de las 4 extremida-
des. Entre paréntesis se indica el niimero de anima-
les observados en cada grupo (Ref. 37).
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sefialado mas arriba, en todos los casos en
que la actividad de la GAD es inhibida
i vive los animales tienen convulsiones,
lo cual era de esperarse si el GABA es un
transmisor inhibidor,

5 Cambios en la actividad de la GAD en ausencia
y en presencia de PLP en el medio de incubacion y
de la concentracién de PLP en el cerebro de rato-
nes de distintas edades inyectados con PLPGH, en
¢l momento de las convulsiones (parte inferior de
la grifica): ®—e, concentracién de PLP; A—A,
actividad de la GAD en ausencia de PLP agregado
al medio de incubacion, y A—4A, con PLP
(107" M) agregado al medio de incubacién. En la
parte superior de la grifica se muestra la activa-
cién de la GAD por PLP agregado al medio de
incubacion. (Ref. 37.)

i

Los datos antetiores indican que la ac-
tividad de la GAD estd probablemente
regulada por la concentracién de su coen-
zima, el PLP. Esta interpretacion adquiere
mayor importancia si se considera el he-
cho demostrado en nuestro laboratorio,?
que la relacién GAD-PLP ocurte a nivel
de las terminales sindpticas del SNC. En
efecto, dichas terminales constituyen el
sitio subcelular critico de regulacién de
cualquier transmisor sindptico, puesto que
son precisamente estas estructuras las in-
volucradas directamente en la transmisién
sinaptica.
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El sistema GAD-PLP en el cerebro
durante el desarrollo ontogénico

Es un hecho conocido que la excitabilidad
cerebral en los animales inmaduros, me-
dida como susceptibilidad a convulsiones,
difiere de la de los animales adultos en
varios aspectos. Las diferencias encontra-
das indican que los mecanismos de regu-
lacién de la excitabilidad cerebral se desa-
rrollan posteriormente al nacimiento,**-*®
pero no se conocen los fendmenos bio-
quimicos bisicos que intervienen en dicho
desarrollo. En un trabajo reciente de nues-
tro laboratorio hemos estudiado la posible
participacién del sistema GAD-PLP en el
desarrollo de la regulacién de la excitabi-
lidad cerebral.

Como puede observarse en la figura 4,
cuando se inyectan ratones de distintas
edades con y-glutamil hidrazona de PLP
(PLPGH), una sustancia convulsivante
capaz de disminuir la concentracién cere-
bral de PLP e inhibir la actividad de la
GAD in wivo,** se encontré que el tipo
de convulsiones, asi como ¢l tiempo de su
aparicién, era diferente en los ratones de
2 6 5 dias de edad, en comparacién con
los animales de 10 dias de edad o mayo-

res, Estos resultados indican que durante
el desarrollo ontogénico ocurre un aumen-
to progresivo en la susceptibilidad a con-
vulsiones. Al medir la actividad de la
GAD en el cerebro de estos animales, se
encontré que dicho aumento en la excita-
bilidad se correlaciona inversamente con
el grado de inhibicién de la GAD, de tal
manera que en los animales més jévenes,
mis resistentes a las convulsiones, esta
enzima se inhibi6 considerablemente me-
nos que en los ratones de 10 dias de edad
0 mayores.

La concentracién cerebral de PLP se
midi6 también en experimentos paralelos
a los descritos en los pirrafos anteriores.
Los resultados se muestran en Ja figura 5:
puede observarse que en los ratones de 2
y 5 dias de edad la concentracién de PLP
disminuyé més que en los animales de 10
dias o mayores. Este resultado sugiere que
en los animales muy jévenes el PLP no es
un factor tan importante en la regulacién
de la actividad de la GAD como en los
adultos, ya que no existe correlacién entre
ambos pardmetros sino a partir de apro-
ximadamente 10 dias de edad. Los datos
de la parte superior de la figura 5 apoyan
fuertemente esta conclusién, ya que la

Cuadro 2 Efecto del medio de homogeneizacion y de la preincubacién a 37°C. sobre la actividad de la
GAD 7y su activacion par el PLP, en el cerebro de ratones recién nacidos y adultos ¥

Medio de homogeneizacién
Actividad T

Recién nacido
% de activacién {

Adulto

Actividad ¥ % de activacion I

Sacarosa 0.3 M 21
(Homogenado preincubado a 37°C.

por 60 minutos)

Agua 9

Triton-X-100

20

25
43

52 31
25

49 51
53 74

* Datos tomados de la ref. 38.

+ La actividad de la GAD se expresa como pmolas/g/h.
1 Activacién por PLP a una concentracién 10™ M en el medio de incubacidn.
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GAD del cerebro de los ratones muy jo-
venes (no tratados), se activé mucho
menos que la de los adultos cuando se
agregd PLP i witro al medio de incuba-
cién, lo cual era de esperarse si ¢l PLP
libre tuviera menos accién reguladora so-
bre la actividad de la GAD.

Los resultados anteriores nos plantea-
ron la pregunta de si la GAD en los ani-
males recién nacidos era igual a la de los
adultos. Con esta idea en mente, estudia-
mos comparativamente algunas propieda-
des de la GAD en el cerebro de ratones
recién nacidos (0-1 dias de edad) y adul-
tos.

Los resultados de estos experimentos

indicaron que la enzima del cercbro re-
cién nacido perdia actividad cuando se
homogeneizaba en un medio hipoténico,
cuando se le agregaba el detergente Tri-
t6n-X-100, cuando se preincubaba el ho-
mogeneizado a 37°C. (cuadro 2), o cuan-
do éste se centrifugaba.®. Ninguno de
estos procedimientos alterd significativa-
mente, o lo hizo en mucho menor grado
que en el recién nacido, la actividad de la
GAD en el cerebro de los animales adul-
tos. Ademis de esta diferencia, se observd
que la enzima del cerebro recién nacido se
activaba considerablemente menos que la
del adulto por el PLP agregado in vifro
(cuadro 2). Bstos resultados indican 1)
que la GAD del recién nacido es conside-
rablemente mds inestable que la GAD del
adulto, y 2) que la enzima del recién
nacido tiene més afinidad por el PLP
que la forma adulta.

Los resultados anteriores nos llevaron a
estudiar la sensibilidad de la GAD a la
preincubacién a 37°C. y al Tritén-X-100
en el cerebro de ratones de distintas eda-
des, con objeto de saber si el aparente
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6 Efecto de la adicitn del detergente Tritén-X-
100 (0.5%), sobre la actividad de la GAD en
homogeneizados en sacarosa 0.3 M de cerebros de
ratones de distintas edades. Los resultados se ex-
presan como porciento del valor control. La acti-
vidad de la enzima se midié en presencia de PLP
(10" M). Cada punto representa el promedio de
3 a 17 cerebros.

cambio en dicha sensibilidad ocurria pau-
latinamente durante el desarrollo. Como
era de esperarse, la sensibilidad a ambos
parimetros disminuye progresivamente
con la edad (fig. 6y 7).

Los experimentos anteriores indican
que hay dos formas de GAD en el cere-
bro: una forma en el animal recién nacido,
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que es inestable y no parece ser regulada
por PLP libre, y otra forma en el animal
adulto, més estable y dependiente de PLP
libre. Durante el desarrollo, la forma del
recién nacido parece ser sustituida pro-
gresivamente por la del adulto.

La menor dependencia de la GAD del
recién nacido, con respecto al PLP libre,
sugiere que esta forma de la enzima posee
s6lo un sitio activo, el cual tiene PLP
firmemente unido. En cambio, en la
GAD del adulto parece haber un sitio
activo con PLP firmemente unido y otro
en que la coenzima esti laxamente uni-

)

|

H MOLAS/G/HR
: N

L SR A ] [ | 1

da? La aparicién de este segundo sitio
pareceria ser Ja causa de que la GAD del
adulto sea regulada por PLP libre, con
todas las implicaciones fisiolégicas sefiala-
das en las secciones anteriores. Por otra
parte, la inestabilidad de la GAD del re-
cién nacido, y especialmente su inhibicién

7 Efecto de la preincubacion a 37°C. durante los
tiempos sedalados en la abcisa (las cifras son mi-
nutos), sobre la actividad de la GAD (expresada
como pmolas de dcido glutdmico descarboxilado/
hr/g. de tejido), en homogencizados en sacarosa
0.3 M de cerebro de ratones de distintas edades.
La actividad de la enzima se midié en presencia
de PLP (10 M). Los puntos son promedios de
3 a 8 cerebros.

A

Adulto

15 dlas

UMO

10 dias

L] 12 18

30 a5 €0

TIEMPO A 37°

ACIDO Y-AMINOBUTiR!CO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 229



por temperatura sugiere que su desnatura-
lizacién pudiera estar involucrada en las
convulsiones febriles, que ocurren en ni-
fios solamente hasta cierta edad.*
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QUIA NOMINOR LEO

Esto es lo que puede decirse con motivo de las experimentaciones que
se han hecho en mayor 6 menor escala por alguno 6 algunos de los
médicos bastante distinguidos que persiguen tenazmente al microbio
del tifo, para optar el premio que el Gobierno concede al que descubra
al agente patdgeno de esa enfermedad.

Si es verdad que por una parte hay que aplandir el celo del expe-
rimentador & que nos referimos, por descubrir lo que serfa una maravi-
lla, . .. ¢l fanatismo, hasta en las ciencias médicas, es decir, hasta para
salvar al préjimo, es de consecuencias terribles contra las que cual-
quiera conciencia —y la conciencia médica en particular— se subleva
y protesta con todas sus fuerzas; ideas éstas sugeridas por las pruchas 4
que fué sujetado un pobre hombre para inocularle el tifo.

Necesario es, si, trabajar; si, con tesén, con ahinco, con constancia,
desplegando todos los recursos del arte; pero siempre con la reflexion
para no infringir las leyes naturales, con la sensatez por delante, y no
obrar ciegamente y querer 4 toda costa avanzar atropellando lo que
debe respetarse, atenido 4 aquella razén brutal (si se permite la frase)
de guia nominer leo, lo que aplicado al asunto que hemos tratado, se
puede traducir asi: porque me llamo médico. Vértiz, José Maria. A
bropdsito de los trabajos para descubrir el microbio del tifo presentados
a la Academia de Medicina, Gac. Mip, Mix. Tomo IV, Tercera serie,
pdg. 209, 30 de abril de 1909.





