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EFECTO DEL ACIDO GAMMA AMINO-OXIBUTIRICO
SOBRE LAS CONVULSIONES Y LA TRANSAMINASA
DEL ACIDO GAMMA AMINOBUTIRICO

INTRODUCCION

En 1950 Roberts y Awapara independiente-
mente descubrieron el dcido gamma aminobuti-
rico (GABA) en el sistema nervioso central de
organismos vertebrados.!-? Evidencias neurofi-
sioldgicas. farmacolodgicas y bioquimicas han
permitido establecer que el GABA es un neuro-
transmisor inhibidor importante en la regulacion
de la excitabilidad neuronal.3-+-3

Segun los estudios metabolicos realizados por
Roberts y Frankel. el GABA se forma por la des-
carboxilacion del dcido I-glutdmico, catalizada
por la descarboxilasa de este aminodcido (GAD)
Y, luego se transamina con el dcido alfa-ceto-
glutdrico por medio de la transaminasa del GABA
(T-GABA). para dar semialdehido succinico y I-
glutimico.®7 El semialdehido succinico se oxida
a dcido succinico que ingresa al ciclo de Krebs.8
Tanto la GAD como la T-GABA son enzimas de-
pendientes de fosfato de piridoxal.6-8

La participacion del GABA en el mecanismo de
las convulsiones fue observada. entre otros. por
Killam y Bain en 1957. cuando administraron a
ratas dosis convulsivamentes de tiosemicarbazida
(TS). La aparicion de las convulsiones coincidia
con la disminucién en los niveles cerebrales del
GABA por inhibicion de la GAD?: este hallazgo
condujo a tratar de buscar sustancias que aumen-
taran los niveles del GABA por inhibicion de la
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T-GABA y su posible efecto anticonvulsivo. Baxter
y Roberts encontraron que la hidroxilamina, a dosis
no letales, aumenté el GABA en varias dreas del
cerebro- de ratas!? por inhibicion selectiva de la T-
GABA, y ademas protegio de las convulsiones in-
ducidas por electrochoque y metrazol.!!

Poco tiempo después, Wallach en 1960 reporto
que el dcido amino-oxiacético (AAOA) también era
un inhibidor poderoso in vitro de la GAD y de
la T-GABA. pero in vivo y bajas dosis, inhibia
preferencialmente a la T-GABA, aumentando de
4-6 veces los niveles cerebrales del GABA,!2 an-
tagonizando las convulsiones inducidas por metra-
zol, tiosemicarbazida y la sulfoximina de la metio-
nina,!3-14 pero si el AAOA se administra a dosis
altas, produce convulsiones por inhibicion de la
GAD."

La hidroxilamina y el dcido amino-oxiacético tie-
nen en comun ser atrapadores de grupos carboni-
lo. por lo que se cree que su efecto inhibidor sobre
las enzimas se deba a que reaccionan con el fos-
fato de piridoxal.!® Dada la importancia de estos
hallazgos, se continud la bisqueda de otras dro-
gas que actuaran sobre las enzimas del metabolis-
mo del GABA, encontrindose que el dcido
beta-amino-oxipropionico (AAOP) homélogo in-
mediato superior del AAOA, inhibia a la T-GABA
in vitro con mayor intensidad que el AAOA Yy sin
embargo, no poseia ningiin efecto anticonvulsivan-
te. ni aumentaba los niveles del GABA en el cere-
bro. probablemente por no atravesar la barrera
hematoencefalica por su polaridad, pues la presen-
cia de un metileno adicional, impide su ciclizacion,
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como se piensa que ocurre con el AAOA.!7
No obstante las apreciaciones anteriores, nos pa-
recié de interés estudiar cudl seria el efecto del 4ci-
do gamma-amino-oxibutirico (AAOB), in vitro e
in vivo, sobre la GAD y la T-GABA, asi como
su actividad farmacoldgica en las convulsiones in-

C‘OOH
CH,
O-NH2
ACIDO AMINO-OXIACETICO

(AAOB)

COOH
CH,
G Hy
CH,
0-NH,
ACIDO B-AMINO-OXIBUTIRICO

(AAOB)

ducidas por la tiosemicarbazida, el metrazol y la
estricnina. El dcido amino-oxibutirico, ademds de
ser homélogo inmediato superior del 4cido be-
ta amino-oxipropionico, se le puede considerar co-
mo un andlogo estructural del GABA, como pue-
de apreciarse en la figura 1.
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FIG. 1. Relaciones estructurales entre el 4cido alfa-amino-butirico y amino-oxi-analogos.

MATERIAL Y METODO
Obtencion del dcido gamma-amino-oxibutirico

Este compuesto se obtuvo mediante el método
de Gilson y cols.!8 y consiste en hacer reaccio-
nar gamma-butirolactona con la oxima de la ben-
zofenona, para dar el dcido N-difenilmetiliden-ami-
no-oxibutirico, el cual se hidroliza con HCI al
18%, obteniéndose el dcido gamma-amino-oxibuti-
rico en forma de clorhidrato, con un punto de fu-
sion de 138-139°C, que corresponde a este com-
puesto.

a) Animales. Se usaron ratones machos de la ce-
pa CF-1 de 1-2 meses de edad y 22-27 gramos
de peso.

b) Convulisivantes. Como agentes covulsivantes se
emplearon: tiosemicarbazida a dosis de 20
mg/kg de peso; metrazol a 90 mg/kg de peso
y estricnina a 2.0 mg/kg de peso. Las dos pri-
meras sustancias se disolvieron en solucion sa-
lina al 0.9% vy la estricnina en HCI 0.001 M.
La administracién se hizo por via intraperito-

neal (IP).

¢) Gamma-amino-oxibutirico. Esta sustancia se
administré disuelta en solucién salina al 0.9%
por via IP de acuerdo con el siguiente procedi-
miento:

Diferentes dosis de AAOB. A 5 grupos de 10
ratones cada uno, se les inyectd dosis de S0-100-
150-200 y 400 mg/kg de peso respectivamente del
AAORB, y se observo el efecto durante 24 horas.
Se hicieron 2 determinaciones.

AAOB a diferentes dosis y tiosemicarbazida. Se
hicieron 6 grupos de 10 ratones cada uno y 5 de
los cuales recibieron dosis de 50-100-150-200 y
400 mg/kg de peso del AAOB respectivamente,
¢ inmediatamente tiosemicarbazida a 20 mg/kg de
peso. El 60. grupo sirvié de testigo y se les in-
yecto solucion salina al 0.9% y tiosemicarbazida.
Se observo la mortalidad y la proteccién ejercida
por ¢l AAOB.

Dosis fija de AAOB y tiosemicarbazida a di-
ferentes tiempos. Se formaron S grupos de 10 ra-
tones cada uno y a todos se les pone dosis de 100
mg/kg de peso de AAOB. Al primer grupo se le
inyecta inmediatamente tiosemicarbazida y se con-
sidera como tiempo 0 (cero) y a los demds a dife-
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rentes intervalos de tiempo, es decir, a 0.5; 1.0;
2.0 y 3.0 horas después del AAOB. Un grupo adi-
cional recibi6 primero la tiosemicarbazida y 0.5
horas después el AAOB,; a los testigos se les in-
yect6 solucion salina al 0.9% y tiosemicarbazida.

AAORB a diferentes dosis y metrazol. A los 5
grupos de 10 ratones cada uno se les administrd
diferentes dosis del AAOB, o sea, 20-50-100 y
200 mg/kg de peso respectivamente y 15 minutos
después se les aplicé metrazol a dosis de 90 mg/kg
de peso a cada uno de los grupos. Al grupo testi-
go se le administré solucién salina al 0.9% y me-
trazol.

Dosis fija del AAOB y metrazol a diferentes
tiempos. Se hicieron S grupos de 10 ratones cada
uno, a los cuales se les administré 100 mg/kg de
peso de AAOB y a cada grupo se les inyecta me-
trazol a 90 mg/kg de peso a intervalos de 30, 60,
90, 180 y 360 minutos respectivamente.

AAORB a diferentes dosis y estricnina. Se admi-
nistraron dosis de 50-100 y 200 mg/kg de peso
de AAOB a 3 grupos de 10 ratones cada uno y
a los 15 minutos se les inyecté estricnina a dosis
de 2.0 mg/kg de peso. Un grupo testigo recibid
solucién salina al 0.9% y estricnina.

Determinaciones enzimaticas

Las determinaciones consistieron en medir la ac-

tividad enzimdtica en los homogeneizados de ce-

rebro de rat6n de la transaminasa del GABA y de
la descarboxilasa del dcido glutimico, tanto in vi-
tro como in vivo.

Transaminasa del GABA: método general

Se emplea 1.0 ml del homogeneizado de cere-
bro de ratén al 20% en regulador de fosfatos 0.05
M y pH 8.0 al cual se le agregan 0.5 ml de GA-
BA y 0.5 ml de alfacetoglutirico, ambos 0.5 M
y se completa el volumen a 2.5 ml con el regula-
dor de fosfatos. La mezcla de reaccién se incuba
a 37°C por 30 min., al cabo de los cuales se le
agrega 2.0 ml de HCIO4 0.6 M para detener la
reaccion; se centrifuga en frio a 2000 rpm y se
filtra. El glutimico formado por transaminacién
se determina espectrofotométricamente a 340 nm
con NAD* y deshidrogenasa glutdmica (GDH),
de acsuerdo con el método de Bernt y Beergme-
yer.!

a) In vitro. Siguiendo el método descrito se de-
termind el efecto in vitro del AAOB sobre la
actividad de la T-GABA, anadiendo al medio
de transaminacién concentraciones finales de
1.0 X 10°5M; 1.0 x 104M y 1.0 x 10°3M
de AAOB. Esta actividad se compara con la de
los testigos sin AAOB.

b) In vivo. Para la determinacién del efecto in vi-
vo del AAOB sobre la actividad de la T-GABA,
se inyecté AAOB a dosis de 100 mg/kg de pe-
so a 4 grupos de S ratones cada uno, los cuales
se van sacrificando por decapitacién a los 30,
60 y 180 minutos y el tltimo grupo 24 horas
después. Los cerebros se extraen, se congelan
en hielo seco-acetona y homogenizan en frio pa-
ra centrifugar, continuando con el método des-
crito. La actividad de la T-GABA se compara
con la obtenida de ratones inyectados con so-
lucién salina al 0.9% en lugar de AAOB.

Descarboxilasa del 1-glutimico

El efecto del AAOB sobre la actividad in vitro

e in vivo de la GAD, se determiné por la técnica

gasométrica de Warburg, midiendo el desprendi-

miento de CO, cada 10 minutos, durante 1 hora
de incubacidn a 37°C y en atmésfera de nitrégeno.

a) In vitro. La actividad in vitro de la GAD se
hizo con homogeneizados de cerebros de ratén
al 20% en regulador de fosfatos 0.06 M y pH
6.3 y glutdmico 0.1 M para el grupo control.
A los grupos problema se les aiiadié concen-
traciones finales de 1.0 X 10°M; 1.0 x 10
My 1.0 X 103 de AAOB antes que el
sustrato.

b) In vivo. La actividad de la GAD in vivo se de-
terminé inyectando a un grupo de ratones
AAOB con una dosis de 100 mg/kg de peso
y a intervalos de 30, 60, 120 y 180 minutos
se fueron sacrificando por decapitacién y los
cerebros extraidos en frio se homogenizan y
centrifugan en regulador de fosfatos 0.06 M de
pH 6.3. A los sobrenadantes se les determina
la actividad de la GAD con glutdmico 0.1 M
como sustrato y se compara con la de los rato-
nes testigos que se les inyect6 solucién salina
al 0.9% en lugar del AAOB.

Determinacion del GABA
Los niveles del GABA se determinaron 30 mi-
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nutos después de haberse inyectado una dosis de
100 mg/kg de peso de AAOB, homogeneizando
los cerebros con etanol al 75% y extrayendo los
lipidos con cloroformo, se concentra la fase acuo-
sa, la cual se aplica en papel cromatografico y se
separa el GABA en butanol: acético: agua en pro-
porcion de 4:1:5, reveldndose con ninhidrina al
0.5% en acetona. Finalmente las manchas se elu-
yen con etanol al 75% y se leen a 512 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios previos han consignado que el dcido
amino-oxiacético (AAOA) a bajas dosis, tiene efec-
to anticonvulsivo contra la tiosemicarbazida, > el
metrazol y la estricnina,2! pero a dosis altas ori-
gina ronvulsiones?2 y ambos efectos se relacionan
con los niveles cerebrales del GABA por inhibi-
cion de la T-GABA o de la GAD. En el caso del
dcido beta-amino-oxipropiénico (AAOP), aunque
in vitro inhibe a la T-GABA, no es capaz de pe-
netrar la barrera hematoencefilica, ni tiene efecto
anticonvulsivo.

En lo que respecta al acido gamma amino-
oxibutirico (AAOB). en la figura 2 se observa que
la administracion de dosis crecientes del AAOB
produce convulsiones y muerte y que el fosfato de
piridoxal, a dosis de 50 mg/kg de peso, protegi6
de la mortalidad, pero no de las convulsiones,a
los animales que recibieron una dosis de 400 mg/kg
de peso del AAOB. Cabe senalar que este efecto
es similar al producido por el AAOA.

También se puede apreciar en la figura 3 que
el AAOB, a partir de 50 mg/kg de peso; protegi6
de la mortalidad convulsiva inducida por la tiose-
micarbazida cuando se administran en forma simul-

tdnea, aunque la mayor proteccion se obtuvo con
100 mg/kg del AAOB. El tiempo de administra-
cién entre el AAOB y la tiosemicarbazida juega
un papel importante en el efecto anticonvulsivo,
ya quc. como se muestra en la figura 4, mientras
mis tiempo pasa entre la administracion del AAOB
y la tiosemicarbazida, el efecto tiende a disminuir
y al cabo de 3 horas ya no existe ninguna pro-
teccion.

De acuerdo con estos resultados, todo parece in-
dicar que el AAOB, a diferencia con el AAOP,
si penetra la barrera hematoencefélica como que-
da de manifiesto por la aparicién de las convul-
siones y su efecto sobre la mortalidad convulsiva
inducida por la tiosemicarbazida; sin embargo, es
menos potente que el AAOA en una relacion de
2:1, probablemente por penetrar menos al cere-
bro. Los valores de los pK obtenidos por Garret
para el AAOA y el AAOP le permitieron sugerir
que el AAOA forma una extructura ciclica de 5
dtomos de carbono mediante puentes de hidrége-
no, que le resta polaridad a la molécula y facilita
su penetracion, lo cual no ocurriria con el AAOP
por presentar un grupo metileno adicional .23 En
el caso del AAOB existiria el mismo impedimen-
to, al menos que, siendo la mélecula mas flexi-
ble, permitiera su ciclizacién; sin embargo ofrece-
remos otras posibilidades. Los resultados del
AAOB sobre las convulsiones inducidas por el me-
trazol y la estricnina no se presentan debido a que
no hubo ninguna proteccion y solamente se observa
un aumento en el periodo de latencia con el me-
trazol como se ve en la tabla 1. Otros autores han
informado un efecto similar con el AAOA y el me-
trazol.2*

TABLA 1. Efecto del dcido gamma amino-oxibutirico sobre el tiempo de aparicién de convulsiones
y muertes inducidas por el metrazol.

. sis: i icio % %
Tratamiento Dosis Tnempo‘ aparicion 3
mg/kg convulsiones: seg. convulsiones muertes
Metrazol 85 75 100 40
Amino-oxibutirico 100
+ 225 100 30
Metrazol 85
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Desde el punto de vista enzimdtico, el AAOB
inhibi6 in vitro e in vivo a la transaminasa del GA-
BA (T-GABA) y, como se muestra en la figura
5, concentraciones finales de 1 x 103y 1 x 10
M de AAOB, inhibié in vitro a la T-GABA en
100 y 50% respectivamente y dej6 de inhibir a
1 X 10 M. In vivo la administracion intraperi-
toneal de 100 mg/kg de AAOB inhibi6 a la T-
GABA hasta un 100% 30 minutos después de ad-
ministrado, y aunque recupera 25% de su activi-
dad a los 60 minutos, la inhibiciéon se mantiene
durante 3 horas y comienza a desaparecer como
se observa en la figura 6. Este comportamiento
coincide con el efecto anticonvulsivo del AAOB
frente a la tiosemicarbazida, que fue de 3 horas
(figura 4) y ademds, con un incremento del 50%
en los niveles del GABA paralelamente a la inhi-
bicién de la T-GABA.

Es posible que el modo de accién del AAOB
sea semejante al del AAOA, es decir, como atra-
pador del grupe carbonilo del fosfato de pirido-
xal, sin embargo, el requerimiento de altas dosis
pudiera deberse a su menor penetracion al cere-
bro con respecto al AAOA, o bien que el AAOB
sufra la beta-oxidacién de Knoop de los 4cidos gra-
sos y se convierta en AAOA, lo cual daria la mi-
tad de la dosis administrada del AAOB, es decir,
100 mg/kg de peso del AAOB equivaldria a 50
mg/kg de peso del AAOA. Este razonamiento es
compatible con los resultados obtenidos, pero re-
quiere comprobacién experimental.

Por (ltimo, cabria la posibilidad de que el
AAOB produzca hidroxilamina y gamma hidro-
xibutirico, de acuerdo con la siguiente reaccion:

HOOC—(CH,); —O—NH, +H;0*—
NH,;—OH +OH —(CH,); ~COOH

habiéndose reportado que la gamma hidroxibuti-
rico y su lactona poseen propiedades depresoras
del sistema nervioso central,25-26 y la hidroxila-
mina, conocido inhibidor de la T-GABA.

En la figura 7 se muestra que el AAOB, in vi-
tro, fue capaz de inhibir a la GAD de los homo-
geneizados de cerebro de ratén en forma con-
siderable, o sea, 100 y 80% con 1 x 103y
1 X 104 M respectivamente de AAOB; sin em-
bargo in vivo, a la dosis anticonvulsiva empleada
de 100 mg/kg, el AAOB no inhibié a la GAD en
ninguno de los intervalos de tiempo que se estu-
diaron, segiin se aprecia en la figura 8. Este re-
sultado concuerda con el que se ha reportado para
el AAOA, el cual, a dosis anticonvulsiva, no afecta
la actividad de la GAD de cerebro de ratén.2’

En conclusion, independientemente del mecanis-
mo por el cual el AAOB ejerza su efecto anticon-
vulsivo e inhibidor de la T-GABA y de la GAD,
introducimos una nueva sustancia que puede ser
de utilidad en la comprensién de los mecanismos
que gobiernan la neurotransmisién mediada por el
GABA.
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de la transaminasa del GABA de cerebro de ratén.
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RESUMEN

La hidroxilamina y el 4cido amino-oxiacético
tienen propiedades anticonvulsivas derivadas de
su capacidad de aumentar los niveles cerebrales
del acido gamma aminobutirico (GABA), por in-
hibicién de la transaminasa de este aminoacido
(T-GABA). La hidroxilamina y el 4cido amino-
oxiacético (AAOA) son atrapadores de grupos
carbonilo. por lo que se cree que su efecto se
debe a que reaccionan con el fosfato de pirido-
xal, que es la coenzima de la T-GABA y de la
descarboxilasa del dcido glutdmico (GAD). El
acido beta-amino-oxipropiénico (AAOP), homé-
logo inmediato superior del AAOA, inhibe a la
T-GABA in vitro, pero no in vivo y por lo tanto
no posee propiedades anticonvulsivas por no
aumentar los niveles cerebrales de GABA, se
piensa que el AAOP no penetra la barrera hema-
toencefilica debido a su polaridad. Sin embar-
go. en este trabajo se informa que el dcido gam-
ma amino-oxibutirico (AAOB) homélogo inme-
diato superior del AAOP, si penetra dicha ba-
rrera, ya que a bajas dosis protege de la morta-
lidad convulsiva inducida por la tiosemicarbazi-
da y a dosis altas origina convulsiones.

Asimismo. el AAOB inhibié a la T-GABA tan-
to in vitro como in vivo y a la GAD solamente
in vitro. Es posible que actiie de manera similar
al AAOA, directa o indirectamente. a través de
alguna transformacion metabdlica. Se ofrecen
dos alternativas.

SUMMARY

The hydroxylamine and the amino-oxyacetic
acid have an anticonvulsive action derived from
their capacity to increase the cerebral gamma
aminobutyric acid (GABA) level. by inhibiting
the transaminase of this aminoacid (T-GABA).
The hydroxylamine and the amino-oxyacetic acid
(AAOA) are trappers of carbonyl groups. the-
reby it is believed that their effect is due to the
fact of reacting with the piridoxal phosphate
which is the coenzyme of the T-GABA and of
the glutamic acid decarboxylase (GAD). The B-
amino-propionic acid (AAOP), the immediate
superior homologous of AAOP, inhibits the T-
GABA in vitro but not in vivo and therefore does

not have anticonvulsive action because it does
not in crease GABA cerebral levels; it is thought
that AAOP does not pass the hematoencephalic
barrier due to its polarity. Nevertheless, it is in-
formed in this work that the gamma amino-
oxibutyric acid (AAOB) the immediate superior
homologous of AAOP does penetrate such ba-
rrier, since at a low does protects from thyo-
semicarbazide induced convulsive mortality, and
at a high does causes convulsions.

However, the AAOB inhibited the T-GABA
in vitro as in vivo and the GAD only in vitro.
It is possible that it acts in a similar manner to
AAOA, directly or indirectly, through some me-
tabolic transformation. Two alternatives are
offered.
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