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INTRODUCCION  

TAURINA 

La taurina (ac. 2-amino etano sulfónico), es un aminoácido azu-

frado que fue descubierto hace aproximadamente un siglo en la bilis 

del toro (1). En los años siguientes a su descubrimiento fue demos- 

trada su presencia en una amplia variedad de tejidos animales. 	La 

taurina se encuentra desde los grupos mas elementales de la escale 

filogenética, como protozoarios, grupos de metazoarios simples, port.- 

feros, braqui6podos y sipuncGlidos (2). El Phylum de los moluscos es 

el grupo en el cual se encuentran probablemente los niveles más altos 

de taurina. Se ha deacrito también su presencia en anélidos (polique-

tos), en artrópodos y en crustáceos marinos donde los niveles de este 

aminoácido en el mrisculo son considerables (2). En los vertebrados, 

la taurina ha sido identificada en diversos tejidos de urocordados y 

en todos los Phyla de los cordados se encuentra como un componente 

floread de gran número de tejidos. En anfibios. reptiles y aves se lo-

caliza particularmente en los tejidos muscular y nervioso_ (2). En lea 

mamíferos, la taurina tisular se encuentra en concentraciones milimela 

reo, siendo éstas particularmente elevadas en los músculos esquelético, 

cardíaco y liso, en las glándulas de secresión interna, en el bezo, 

el riñón y la retina. El cerebro contiene también niveles muy elevauos 

de taurina,entre 2 y 10 mil. Lo distribución regional de este /aminoá-

cido ha sido estudiada en el cerebro de la ruta (3, 4, 5). el gato (6) 

y en el cerebro humano (7, 8), encontrAndone quo citertne regiones tales 

como la corteza cerebral, al hipocampo. el bulbo raquídeo y al cerebelo, 



contienen altos niveles de taurina,de•6 a 10 mM, (6,9,10) mientras que 

en otras como la médula espinal, el hipotálamo y el cuerpo estriado, 

sus niveles son de 2 a 5 veces menores. Esta distribución heterogé-

nea podría ser indicativa del papel funcional de este aminoácidn en 

áreas específicas del sistema nervioso central. 

Una observación interesante es que In taurina total del cerebro 

se incrementa en el feto en desarrollo (11), llegando a su máximo - 

aproximadamente al tiempo del destete (3), y decreciendo de allí len-

tamente con la edad (12); ésto ha llevado a suponer que la taurina 

pudiera tener un papel como factor del crecimiento en ciertos tejidos 

(13). 

Por lo que respecta a la síntesis de la taurina, sus vías de for 

mación parecen ser múltiples y no están totalmente esclarecidas. 	Su 

precursor es la cisterna y la vra mas conocida es aquella en la que - 

por oxidación de la cisterna se forma el kido cistelnsulfínico, el 

cual se descarboxila para dar lugar a la hipotaurina, y ésta mediante 

una oxidación originará la taurina (14, 15, 16). Tanto los intermedia 

rimo como las enzimas de esta vía de síntenis han sido encontrados en 

el tejido nervioso así como en la mayoría de los tejidos animales (17). 

La degradación metabólica de la taurina se ha descrito como una lenta 

conversión a ácido isetiónico a través de una reacción de transamina-

ción (4, 18). 

El recambio de las pozas tisulares de taurina, en los animales - 

cernívoros al menos, está en función sobre todo, de las velocidades 

reletIvae de los procesos de captación y eliminación. El recambio de 
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la taurina es rápido en tejidos tales como el hígado, el riñón y las 

glándulas suprarrenales, y lento en el cerebro, el corazón y el más-

culo esquelético (19). 

A pesar de que la taurina se encuentra presente en la mayoría 

do los grupos de la escala zoológica y en la mayor parte de lob teji- 

dos, a veces en muy altas concentraciones, su función aún no es clara. 

En el sistema nervioso central se ha pensado que podría ser un neu-

rotransmisor inhibidor, ya que cuando es aplicado iontoforéticamente 

produce un efecto hiperpolarizante en la mayoría de las neuronas del 

sistema nervioso (20, 21, 22, 23). Esta acelón parece estar relacio-

nada con una modificación de la permeabilidad de la membrana al pota-

sio y al cloro (24). Sin embargo, este efecto depresor de la taurina 

es muy generalizado ya que un gran número de neuronas responden a sus 

acciones. Por otra parte, no be han encontrado antagonistas específi-

cos para el efecto de este aminoácido, pues en médula espinal su ac-

ción se ve antogonizada por la estricnina y en corteza cerebral por la 

bicuculina (20, 25),suhstancias que son conocidas como bloqueadores - 

específicos de los efectos de la glicina y del CARA (ácido gamma amino-

butírico), respectivamente. Esto puede deberse a lb similitud estruc- 

tural de la taurina con estos aminoácidos lo que le permitiría el acceso 

a sus receptores y la consiguiente modificación en la membrana postai- 

naptica. La especificidad del efecto de la taurina, por lo tanto, debe 

aguardar a la identificación de un antagonista particular a la acciGn de 

este aminoácido. Una característica quo podría asimismo identifica: a la 

taurina como un neurotransmisor, es el hecho de que se ha encontrado un 

sistema de captación de alta afinidad para este aminoácido en termina- 
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ciones sinipticas aisladas (26, 27), el cual es dependiente de sodio 

y energía. Por otra parte, la liberación de la taurina es estimulada 

por agentes depolarisantes (28, 29, 30), pero a diferencia de lo ob-

servado para la mayoría de los neurotransmisores, esta liberación ea 

independiente de calcio (31, 32), lo que la hace diferente de la ob-

servada en la mayoría de los neurotransmisores conocidos. Como conso-

cuencia de estas observaciones, el papal de la taurina como neurotrans 

misor se ha puesto en duda y se ha considerado Como una alternativa - 

la posibilidad de que actuara como  neuromoduladoro modificando la li- 

beración de neurotransmisorea, o que estuviera involucrada en la fun-

ción siniptica de alguna manera no aclarada hasta ahora. Por otra par 

te, se ha demostrado que la taurina regulariza el ritmo cardíaco en 

arritmias producidas por adrenalina (33, 34) y que sus niveles en el 

corazón aumentan en individuos con insuficiencia cardíaca congestiva 

(35), y en tejido muscular en casos de distrofias congénitas (36). 

Estas observaciones y la alta concentración de taurina en tejido mus-

culares y cardíaco han sugerido su participación en fenómenos contrác-

tilos. Su acción se ha situado a nivel del transporte de potasio y/o 

calcio, tanto por lo que respecta a sus efectos farmacológicos como a 

su posible función en el tejido normal. 

En el sistema nervioso, la acción de la taurina como anticonvul-

sivo ha sido estudiada a raíz de que se observara una diferencia en 

las concentraciones de este aminoácido antro un foco epileptógeno y el 

tejido perifocal (37, 38), tanto en humano» como en animales do experi-

mentación. Esta observación provocó que mi llevaran a cabo los primeros 
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experimentos sobre el efecto de la taurina como agente anticonvul-

sivo. A partir de entonces la taurina se conoce como un eficaz agen 

te protector contra las convulsiones producidas en diferentes mode-

lle experimentales do epilepsia como son loa causados por la ouubel 

na, la estricnina, la penicilina, o.el cobalto (37, 39, 40, 41). 

También se han llevado e cabo estudios sobre su acción antiepilép-

tica en humanos con resultados prometedores (40, 42,43). Un aspecto 

interesaílte de la acción de la taurina como anticonvulsivo es que, 

a diferencia de las drogas comunmente usadas, se trata de un compo- 

nente natural de los tejidos excitables y parece actuar restaurando 

las condiciones fisiológicas del sistema nervioso, al menos en lo - 

que respecta a los niveles de aminoácido, alterados en el foro epi- 

leptógeno (37). El mecanismo -por el cual la taurina lleva a cabo su 

acción anticonvulsiva se desconoce. Se hn sugerido que podría ser 

consecuencia de su posible acción como neurotransminor inhibidos o 

en forma más general, como modulador de la excitabilidad neurnnul.en 

virtud de su acción sobre la amplia variedad de modelos convulsivos 

y el gran numere de neuronas sensibles a su acción depreuora. 	El 

mecanismo por el cual la taurina podría estar ejerciendo este efec-

to neuromodulador puede situarse a varios niveles, uno de ellos se-

ria a través de une modificación en el transporte y la redistribu—

ción de calcio en la membrana, pues se conoce que existe una rela—

ción clara entre estos procesos y el estado de excitabilidad de las 

membranas neuronalem. EstOs mecanismos podrían sor modificados por 

la taurina, pues como se ha observado recientemente, este aminoíci-

do reduce el transporto de calcio e la terminal nerviosa (44), pro- 



bableaente manteniéndolo en la vecindad de la membrana. Otra posibili-

dad seria la de una acción de la taurina a nivel de la liberación de -

neurotransmisores, que se ha sugerido por la observación de un decre—

mento producido por la taurina en la liberación de GABA de sinaptoso-

mas aislados de cerebro de rata (45). 

4-AMINOPIRIDINA 

La 4-aminopiridina (4-A2) es una droga que tiene un considerable 

interés para la investigación de los mecanismos de la transmisión si-

nóptica, ya que aparentemente incrementa en forma selectiva la libera 

ción de neurotransmisores, tanto en placa neuromuscular como en otros 

tipos de sinapsis. El estudio de la 4-AP cobró interés cuando se vió 

que esta droga era entre 20 y 30 veces mas potente que ol tetraetil--

amonio y la guanidina en la recuperación de la parálisis producida por 

la•inyección de toxinas botuanicas, las cuales actGan reduciendo la -

liberación de neurotransmisores específicos (46). En vista de esta -

observación, se sugirió que la 4-AP aumenta la liberación de neurotrans 

minores mediante un incremento en los nivelas de calcio libre dentro de 

• las terminales nerviosas presinépticas. 

Mas adelante, el efecto de la 4-AP incrementando la liberación de 

neurotransmisores se demostró en una amplia variedad de preparaciones 

biológicas. La 4-AP produce un aumento en la liberación de acetilco-

lina de las terminaciones nerviosas motoras, mit como de las de los -

nervios autónomos colinérgicoa (47, 48, 49). En el bezo, la 4-AP pro 

duce un incremento en la liberación de norepinefrina (SO). Un efecto 

similar su observa en el conducto deferente y en diversas preperacier 



-7- 

nes vasculares, in vitro (51,52,53). 

En el sistema nervioso central de vertebrados se ha visto que la 

4-AP incrementa los reflejos monosinápticos, facilitando la transmi—

sión tanto en vías excitatorias como inhibitorias de la medula expinal 

(54,55,56); ésto ha sugerido. que esta droga actúa de manera inempecí-

fica provocando un incremento en los potenciales postsinápticos en am-

bos tipos de sinapsis. 

Una posible explicación a estos efectos generalizados de la 4-AP 

sería que este compuesto sustituyera al calcio en el proceso de libe- 

ración de neurotransmisores y de esta manera aumentara su liberación; 

sin embargo, se ha demostrado en diferentes ocasiones que la 4-AP no 

produce sus efectos en ausencia de calcio extracelular (46,47). Con 

estos resultados se descarta la posibilidad de que la droga raemplace 

al calcio o libera iones de calcio de sitios intracelulares en la ter-

minal nerviosa durante la liberación estimulada. Con el mismo enfoque 

existen experimentos realizados recientemente en médula eta;)inal de ra-

na en donde se demuestra que la depresión provocada por ECTA o magne—

sio es antagonizada por la acción facilitadora de la 4-1P (56). Este.., 

observaciones sugieren que esta droga aumenta le tranbmiXión sinantica 

por interactuar con los flujos de entrada de calcio necesarios para que 

se lleve a cabo ]a liberación de neurotrandmisores, probablemente a tr4 

vés de afectar la permeabilidad al calcio actuando sobre lob cinales de 

calcio sensibles a voltaje. 

TAURINA y 4-AP 

Tomando en consideración por una parte, que la 4-Al' incremento In 
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actividad del sistema nervioso en el sentido de aumentar la liberación 

de neurotransmisores inespecificaments, probablemente a través do un -

incremento en la entrada de calcio a la terminal y por otra parte que 

la taurina podría ejercer su efecto anticonvulsivo por medio de renta 

blecer la excitabilidad de la membrana modulando flujos de calcio, en 

este trabajo se estudió el afecto antagónico de ambas sustancias, tan 

to in vivo como in vitro. In vivo se probó el posible efecto protec-

tor de la taurina contra la■ convulsiones producidas por la 4-AP; in 

vitro, y con el objeto de profundizar en el mecanismo de la acción - 

anticonvuleiva de la taurina,se estudió el efecto de la 4-AP sobre el 

transporte de calcio en presencia y ausencia de taurina, en termina— 

ciones nerviosas aisladas de cerebro de ratón. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

Inyección de drogas. 

Se utilizaron ratones de 15-17 días que pesaban entre 5-6 g . Los 

ratones se inyectaron intraperitonealmente, en grupos de seis animales, 

con taurina, 4-AP, ácido etilendiaminotetracótico (EDTA), CASA y gli-

cina, a los tiempos indicados en cada experimento. Las dosis utiliza-

das fueron las siguientes: taurina, 2.66 y 1.33 g/kg; CADA y glicina, 

2.66 g/kg, 	5mg/kg, y EDTA, 200jumolae/kg. 

Separación de terminaciones nerviosas aisladas (Sinaptosomas). 

Para medir la acumulación de 45Ca en le fracción sinaptosomal cru 

da (P2). ésta se preparó por el método de Cray y Ubittaker (58). Los 

ratones se sacrificaron por decapitación y los cerebros se homogenei-

zaron en sacarosa 0.32 M (10% peso/volumen). El homogeneizado se cen-

trifugó a 900 x g, durante 10 minutos y el sedimento se lavó en el --

mismo volumen de sacarosa y se volvió a centrifugar en las mismas con 

diciones, el sedimento corresponde a la fracción nuclear (P2). Los - 

sobrenadantea de ambas centrifugacionea he mezclaron y se centrifuga-

ron durante 20 min a 9 000 x g; el sedimento de esta centrifugación - 

se resuspendió en el mismo volumen de sacarosa 0.32 M y se repitió la 

centrifugación. El sedimento así obtenido corresponde a la fracción - 

sinaptosomal cruda (P2) la cual se ressiopendi6 en glucosa 0.32 M. To-

do el procedimiento se llevó u cabo a 4°C. 



Captación da "Ce.  

Se tomaron alicuotas de la fracción sineptosomal conteniendo en-

tre 0.7 y 1.0 mg de proteína y se incubaron a 37°C durante 5 minutos, 

con agitación, en un al de los siguientes medios dependiendo de los - 

perímetros a observar: 

- Medio Krebe-bicarbonato: NaC1 118 mM; KC1 4.7 mM; KM2PO4  1.2 mM; --

MgSO4  1.17 mM; CaC12  2.5 mM; NaHCO3  25 aM; y glucosa 5.6 mM. 

- Medio Blaustain: NaC1 145 aM; KC1 5 mM; MgC12  1.3 mM; CaC12  0.1 mM; 

glucosa 5 aM; TRIS 50 »N; pH 7.4 

- Medio despolarizante: NaC1 73 mM; KC1 77 mM; MgC12  1.3 mM; CaC12  --

0.1 mil; glucosa 5 mM; TRIS 50 mM; p11 7.4 

- Medio con veratrina: composicioó idéntica a la del medio Blaustein 

conteniendo veratrina 1.6 mg/ml 

Todos los medios de incubación contenían además 
45
CaC1

2 
y la tau-

rina, 4-AP o ambos se agregaron'en las concentraciones indicadas en ca 

da experimento. 

Después de la incubación se tomaron alicuotas de 0.3 ml y se cen-

trifugaron por un minuto en una microfuga Beckman. El sedimento se la 

vó superficialmente con agua destilada y se solubilizó con 0.3 ml de - 

NCS (solubilizador de tejidos, Ameraban) y la radioactividad incorpora 

de se midió adicionando 5 ml de Tritosol (PPO, 3 g; Tritón X-100, 27 ml; 

Etilenglicol, 37 ml; Etano, 106 ml y Xilol, 600 ml, para un volumen fi-

nal do un litro). 

Con el propósito de excluir el pegado inespecífico de 
45
CaC12  se 

hicieron blancor en paralelo en cada experimento, en los que el tejido 

se incubó con Mg504  (20 mMO y rojo de rutenio (20,04. Los valores ob 

tenidos un los tubos en estas condiciones fueron reatados a los vallores 
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de los tubos experimentales en todos los casos. 

Captación de 35S- taurina en cerebro de ratón in vivo. 

Se estudiaron 4 lotes de ratones de 12-15 días, cada lote de 4 - 

animales, loe que se inyectaron intraperitonealmente con taurina a una 

dosis de 2.66 g/kg conteniendo 10,uCi de 35S-taurina. El primer lote 

se sacrificó a los 15 min, tomando una muestra de sangre y de corteza 

cerebral por duplicado, los siguientes lotes ■e sacrificaron a los --

30, 60 y 90 min. Las muestras de sangre se colectaron en tubos conte-

niendo heparina (400 unidades/m1) y se centrifugaron inmediatamente a 

500 x g por 20 min para obtener el plasma. k 0.5 ml de plasma se les 

agregaron 0.5 ml de NCS y los tubos se calentaron duranul 30-40 mit,. - 

para solubilizar el tejido. Las muestras de corteza cerebral so pesa 

ron y se solubilizaron con NCS (0.5 ml) y se midió la radioactividad 

acumulada expresándose los renultados en cpm/mg de tejido. 

Determinación de proteínas. 

Se llevé a cabo por el método de Loury y colaboradoren (59) uti-

lizando una curva patrón de albúmina desarrollada paralelamente a los 

datos experimentales. 
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RESULTADOS 

Efecto de la 4-AP  

Para el estudio de los efectos in vivo de la 4-AP, se proba-

ron diferentes dosis de esta droga inyectada por vfa íntraperitoneal. 

La dosis seleccionada fue de 5 mg/kg. Con esta dosis se presentó un 

cuadro muy reproducible de alteraciones motoras en los ratones, a 

tiempos muy definidos y marcadamente constantes de experimento a 

experimento. Estas alteraciones consistieron en temblores generali-

zados, que se iniciaron entre los 5 y 6 minutos después de la inyec-

ción de la 4-AP y que fueron seguidos por movimientos circulares y - 

convulsiones cl6nicas a los 5-7 min después de la inyección. Aproxi 

madamente en un 80% de los animales se presentaron convulsiones tónicas 

típicas 20 min después de la administración de la droga y la mayor par-

te da los ratones murieron durante las mismas. 

Los parámetros utilizados para cuantificar el efecto de la tau-

rina *obre las alteraciones motoras producidas por la 4-AP fueron: - 

1) tiempo de latencia en la iniciación de los desórdenes motores. 

2) presentación de convulsiones tónicas, expresada en forma porcentual. 

3) mortalidad postconvulsiva, también expresada nn forma porcentual. 

Efecto de la taurina contra las convulsionas producidas por 4-AP.  

La inyección intraperitoneal de la 4-AP a una dosis de 5 mg/kg 

provocó la muerte de un 80-90% de los animales; sota cifra so redujo a 

30Z 4uando la taurino se inyectó a una dosis de 2.66 a/ka, media hora 

onLeo de la administración de la 4-AP; esta protección no se observó 
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cuando la taurina se inyectó e la mitad de la dosis (Fig. 1). La 

aplicación de la taurina media hora o quince minutos antes de la 

inyección de la 4-AP redujo astmismo el porcentaje de muertes post-

convulsivas a 22% y 251, respectivamente. (Fig. 2). 

Se midió también el efecto de la taurina sobre el tiempo de 

iniciación de las alteraciones motoras; este estado de excitación en 

los animales se presentó regularmente después de la inyección de la 

4-AP entre 5 y 7 minutos. Cuando se administró la taurina media hora 

antes de la inyección de 4-AP, se observó un retardo en la aparición 

de estas alteraciones que se presentaron a los 20 min en loa animales 

tratados con taurina y a los 7 en los controles (Fig. 3A). Cuando la 

taurina se inyectó 15 min o una hora antes de la administración de la 

4-AP el retraso en la aparición de convulsiones clónicas fue menor 

(Pig. 3,B,C). El efecto de la taurina sobre le frecuencia de apari-

ción de conaulsiones tónicas se observa en la Fig. 4. Después de la 

inyección intraperitoneal de la 4-AP se presentaron convulsiones tóni-

cas en un 90% da los ratones que generalmente antecedían a la muerte 

del animal. Después de la inyección de la taurina, media hora antes de 

la inyección de la 4-AP. el porcentaje de convulsiones tónicas se redujo 

a un 301 (Fig. 4 A). Tal como se observó para los otros parámetros es-

tudiados, cuando la taurina se administró quince min o una hora antes 

(Fig. 4, B.C.), su efecto protector sobre la frecuencia de convulsiones 

tónicas fue menor. 

Efecto de GAGA y glicina. 

Con el propósito de verificar si el efecto anticonvuleivo de la 
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una hora antes de la inyección de 4-AP. (Promedio y *flor standard del 
nómero de mínales qua en índice entra per‘ntsuls). 
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ele en Le Pig. 3) 



taurina era especifico, se probaron dos aminoácidos neuroactivos, que 

presentan un efecto depresor sobre la actividad neuronal aún mis voten 

te que la taurina, el GAZA y la glicina. Estos aminoácido■ se adminis-

traron en la dosis y tiempo optimas observados para el efecto anticon-

vulsivo de la taurina, es decir, 2.66 g/kg y media hora antes de la 

administración de la 4-AP. El resultado se observa en la Fig. 5, en 

donde se demuestra la especificidad del efecto anticonvulsivo de la 

taurina, pues la glicina y el GAZA lejos de reducir la mortalidad de 

los animales la incrementaron a un 100% y ninguno de los parámetros -

observados, tales como el tiempo de aparición de convulsiones crónicas 

o la frecuencia de convulsiones tónicas se modificó favorablemente por 

dichos aminoácido'. 

Efecto del EDTA. 

Con el propósito de esclarecer el probable mecanismo a través del 

cual la taurina está ejerciendo su acción anticonvulsiva, se inyectó 

intraperitonealmente un quelante de calcio (EDTA), en una dosis de - 

200 #umolas/kg, 15 min antes de la inyeccidn de la 4-AP. En estas condi-

ciones se observó una potenciación de la mortalidad producida por la 

'4-AP, debido probablemente por un efecto sumatorio de la droga y el EDTA. 

El efecto anticonvulsivo de la taurina se modificó substancialmente en 

presencia del EDTA. La Fig. 6 muestra que cuando se inyectó el EDTA 15 

min antes de la inyeccidn de taurina, el efecto protector del aminoáci-

do no se observe (Fig. 6) y la mortalidad postconvuleiva de los animales 

inyectados con 4-AP no fue diferente de aquellos que recibieron 4-AP y 

taurina. 
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Electo de EDTA y taurina sobre la mortalidad en ratona• tratedOe con 
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del Babero de animales que ea. Intik' entre parinteeis): 
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Captación de taurina en el cerebro de ratón, in vivo. 

Con el objeto de medir el tiempo óptimo de acumulación de le 

taurina en el cerebro, se inyectó 35S-taurina, intraperitonealmente 

a ratones de 15-17 días de edad y los animales se sacrificaron a di-

ferentes tiempos. Se tomaron muestras paralelamente de cerebro y de 

sangre cede 15 min para seguir el trayecto de la marca. En la Fig. 7 

se observa que en el cerebro le acumulación de radioactividad se in-

crementó progresivamente desde los 15 ■in hasta una bora,tiempo en el 

que se alcanzó el máximo de acumulación. En el sismo tiempo se observó 

un descenso correspondiente de la radioactividad en la sangre. 

Efectos de la taurina y la 4-AP sobre la acumulación de 45Ca en termi-

nales nerviosas aisladas de cerebro de ratón. 

La captación de 45Ca por los sinapt000mas asilados de cerebro de 

ratón se midió en 2 condiciones experimentales: 1) en un medio conte-

niendo CaC1
2 a una concentración de 100ouM, y usando amortiguador TRIS 

(Medio Dlauatein) y 2) en un medio Krebe-bicarbonato conteniendo 2.5 

mM do CaC12. Estos dos medios se utilizaron debid- a que en el primero 

se ha entudiado el efecto de despolerizanted de acción bien conocida, 

qua inducen un incremento en le captación de calcio a través de los ca-

nales sensibles a voltaje y nos interesaba comparar su efecto con el de 

la 4-AP, en experimentos paralelos. El segundo medio fue utilizado de-

bido a que ■u composición iónica refleje la del medio extracelular y 

la del liquido cefalorraquideo. 

La Fig. ti muestra el efecto de la 4-AP sobre la captación de 45Ca 

en el medio Blaustein, en presencia de condiciones despolerizantes. Al 
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fig. 6 	
efecto da diferentes concentraciones de 4-AP y depolarisantes sobre 
la acumulación de 45

Ca en sinaptosomas de cerebro de ratón en medio 

blametain. Las concentraciones de 4•Ap fueron 0.033 mM y 0.1 gil. 

Loe medios depolarisantee contenían KC1 77 mM o veratrina 1.6 mg/ml. 

(Promedio y error standard de 3 experimentos). 
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agregar la 4-AP al medio de incubación a concentraciones de 0.33 y 

0.1 :él se observó un ligero aumento sobre La acumulación de 45Ca - 

equivalente a 47% cobre el control. Cuando la incubación se llevó 

a cabo en medios deepolerizantes. ya sea por su alta concentración 

de potasio (77 1M) o por la presencia de veratrina (1.6 mg/m1), se 

observó un aumento muy significativo en la acumulación de 
45
Ca, 

aproximadamente de 200%. en las dos condiciones (Fig. 8). La 4-A2 

adicionada a estos medios no sumó su efecto al de ellos. La taurina 

no modificó la acumulación de 
45
Ca por sinaptosomas ni por si misma, 

ni en presencia de la 4-AP o de los medios depolarizantes. 

En la Fig. 9 se muestra el efecto de la 4-AP a concentraciones 

de 0.1, 1.0 y 2 mM sobre la acumulación do calcio por sinaptosomas 

incubados en el medio Krebs-bicarbonato. En este medio la 4-AP pro- 

dujo un aumento sobre la acumulación de calcio dependiendo de la con- 

centración de 0.5 a 5 veces aproximadamente sobre la captación esponta 

• nea. La presencia de taurina en este medio redujo la acumulación de 

calcio por los sinaptosomas, tanto la espontanea como la inducida por 

• la 4-AP. Le taurina revirtió el efecto de la acumulación de calcio 

induc5.da por la 4-AP a valores muy cercanos a los de los controles. 

Con la finalidad de discernir entre una acumulación neta de 
45
Ca 

y una probable formación de complejos amorfos inducida por 4-AP. se 

midió el efecto de la 4-AP sobre los flujos de 
45
Ca en presencia de 

Mg504. Existen suficientes evidencias que indican quo concentraciones 

elevados de magnesio inhiben tanto el transporte do calcio como su - 

uniGn a le membrana. En nuestras condiciones,(Tabla 1), la presencia 
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A Una concentraehh da 25 mM y la 4-AP a concentreciont% de 0.1, 

1.0 y 2.0 mN. (Promedio y error standard de 6 exyarimIntos). 
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de 4804  (20 affil) en el medio de inctibación, redujo la acumulación 

de 45Ca por los sinaprosomas a menos de 20% de loe valores observa-

dos en los controles en ausencia de magnesio. La acumulación de 
45Ca estimulada por la 4-AP también fua sensible a la acción del 

magnesio (Tabla 1). 
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Tabla 1. Efecto da Mg504  (20 nM) sobre la acumulación de "Ce 

inducida por 4-AP (1 mM) en terminales nerviosas ais-

lada*. 

Condiciones de incubación Captación de 45Ca 
• (nmol/me de proteína) 

Control 1.35 + 	0.12 (5) 

4-AP 3.12 + 	0.12 (5) 

MeSO4  0.57 + 	0.02 (5) 

4-AP + MeSO4  0.62 + 	0.07 (5) 

Los resultados son promedios + S.E.M. del nOmero de experimentos in-

dicados en el paréntesis. 
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DISCUSION  

La taurina, en las dosis y tiempos apropiados, mostré ser un efi- 

cáz agente protector contra lea convulsiones producidas por la 4-AP; - 

estas observaciones coinciden con las realizada* en diferentes labora-

torios en donde se ha visto que la taurina presenta efectos anticonvul 

sivos en una amplia variedad de modelos experimentales de convulsiones. 

Este efecto generalizado ha sugerido que su mecanismo de acción podría 

situarse a un nivel muy básico en los procesos que mantienen la excita-

bilidad de la membrana. Dicha acción podría localizarse a través de un 

efecto sobre los flujos de calcio, coso se ha propuesto en bese e los - 

estudios realizados por Izumi y colaboradores (60), quienes demostraron 

un requerimiento de calcio libre extracalular pera que pudiera manifes-

tarse el efecto protector de la taurina contra las convulsiones produci 

das por el eetrazol. Parte de los resultados observados en el presente 

trabajo muestran también dicho requerimiento, ya que la inyección intra 

peritoneal del EDTA en ratones, previno el efecto protector de la tau-

rina contra las convulsiones producidas por la 4-AP. Estos resultados, 

sumados a los experimentos recientes de Pasantes-Morales y Gamboa (4.'4), 

quien.. demostraron que la taurina reduce la acumulación de calcio en - 

terminales sinópticas aisladas de cerebro de rata, y tomando en cuenta 

lea evidencias que sugieren que la 4-AP podría incrementar los niveles 

de calcio en la terminal presiniptica, se pone5 en un posible efecto - 

antagónico entre ambas sustancias a nivel del transporte de calcio, que 

explican* sus efectos opuestos en le excitación de los animales in vi- 

vo. 
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Sin embargo, primero tuvo que investigares si, efectivamente 

la 4-Al products un aumento en la liberación de neurotranamisores media 

do por un incremento en la concentración de calcio dentro de la terminal 

nerviosa presintptica, ya que si bien el afecto de la 4-AS sobre la li-

beración de transmisores es bien conocido, no lo es el mecanismo por el 

cual esta liberación se induce. 

Loa* en 1194 obssrv6 que el calcio extracalular es necesario para 

que se lleve a cabo la transmisión eintptica neuromuacular (61). Poste- 

riormente fue desarrollada por Rata y Miledi (62), la hipótesis del cal 

cio, que sugiere que al arribo del impulso nervioso. el calcio atraviesa 

la ~Obren* preeintptica y que este incremento en la concentración in- 

traneuronal provoca la liberación de los neurotranamisores. Otro inten 

to para demostrar la importancia del calcio en la transmisión nerviosa 

fue realizado por Miledi quien comprobó que la inyección da calcio in-

crecer:111nel iba acompaflada por un incremento en el filiar° de potencia-

les posteintpticos (63). Recientemente se ha demostrado que la entra-

da facilitada da calcio por el Ladeara de calcio A23187, induce un in-

cremento en la liberación de neurotransmisores (64,63). A partir de es-

tos experimentos, la evidencia en favor de que un aumento en la concen-

tración de calcio intracelular provoca liberación de neurotransmisores 

ha aumentado considerablemente (66). 

Los sinaptosomas aislados de diferentes regiones del sistema ner- 

/ vioeo, constituyen una herramienta fitil para estudiar los diferentes -

mecanismos á través de los cuales se llevan's cabo funciones especifi-

cas del sistema nervioso central. En este caso los sinaptosomas han -

sido Gtilee para comprobar la hipótesis del calcio propuesta por Kan 
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y Miledi, ya que se ha demostrado que estas estructuras, ya aisladas, 

mantienen sus propiedades de excitabilidad, susceptibilidad a diferen-

tes iones, captación y liberación de neurotransmisores en forma depen-

diente de calcio, etc. En su primera parte, esta hipótesis propone --

que el calcio entra a la terminal prerinéptica como consecuencia de una 

despolarización, ésta se lleva a cabo naturalmente por el impulso ner-

vioso, lo que provoca una inversión en la polaridad de la membrana y -

como consecuencia la apertura de canales de calcio sensibles a voltaje. 

Debido al gradiente de calcio que se establece por las concentraciones 

tan eievadau de calcio extracelular, se produce una entrada masiva de 

iones calcio procedentes del medio externo, incrementando los niveles 

de calcio intraterminal, lo que induce la liberación de neurotransmi-

sores. 

En el estudio del sistema de acoplamiento estimulación-secreción, 

las propiedades de tratamientos despolarizantes, tales como altas con-

centraciones de potasio, veratrina y ouabaina, han oído usadas comen--

mente para mimetizar el efecto deapolarizante del potencial de acción. 

Todos estos tratamientos tienen en común el cambiar la polaridid de la 

membrana, afectando así los canales; de calcio sensibles a voltaje y au-

mentando la liberación de transmisores'. Estos efectos con medies des-

polarizantes han sido extensamente estudiados por Blaustein (67,6e.f9), 

quien ha logrado ver en medios modificados conteniendo bajas cIceptr4. 

dones de calcio (100AM), que la acumulación do 45Ca en terminales ser 

violan, aisladas se incrementa en forma dependiente de la concentración 

de potasio o de veratrina. 

Sin embargo, es necesario hacer notar que setos efectos nu se han 

podidu observar en medio facha-bicarbonato, el cual tiene todas las ca 
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racteristicas tónicas del medio extracelular, hacho para el cual hasta 

ahora no se cien explicación. , 

Considerando las propiedades de la preparación sinaptosomal, y -

los experimentos realizados sobre la entrada de calcio a terminales ner 

viosas, en este trabajo se realizaron experimentos en paralelo para in-

vestigar si la 4-AP incrementa la entrada de calcio en forma similar a 

le inducida por los despolarizantes. De ser est podría explicarse su -

efecto convulsivo con base a un incremento generalizado en la liberación 

de neurotransmisores como se ha mencionado. 

Estudios de diferentes laboratorios ha mostrado que el calcio ex-

tracelular es necesario para que se lleve a cabo la acción de la 4-AP -

sobre la liberación de neurotransmisores (47,4E1,49,50,51,52,53). AGnado 

a estas observaciones esti el hecho de que la 4-AP bloquea el canal de 

potasio, lo que resulta en una prolongación de la duración del potencial 

de acción con lo que se mantendría durante mis tiempo despolarizada la 

membrana y la acumulación de calcio dentro de la terminal nerviosa seria 

mayor. 

Con estos antecedentes se ha planteado la posibilidad de que la - 

4-AP podría interactuar con los canales de calcio sensibles a voltaje, 

pero de una forma diferente a la do los deepolarizentes clásicos, es - 

decir, su efecto no estaría mediado por un cambio en le polaridad de 

la membrana sino por una modificación directa sobra el canal de calcio 

sensible a voltaje. 

Por otro lado se ha probado que el efecto de esta droga no es 

postsiniptico, pues cuando se aaade en preparaciones de fibras muscu-

Anres de rata o rana, no tiene ninguna influencia sobre la amplitud - 
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y frecuencia de los potenciales postainIpticos adnietnia: con lo que 

se demuestre que no afecta al receptor posteinIptico (70). 

Nuestros resultados suestranque bajo estas condiciones la 4-Ap 

a baja* concentraciones, provoca un pequeño incremento en le acumula-

ción de calcio en terminales nerviosas aisladas, bastante menos impor 

tante sin embargo, que el observado para los depolarizantes, por lo 

que estos resultados no justificarían el efecto tan eficiente que es-

ta droga presente en las diferentes preparaciones estudiadas in vivo 

sobre la liberación de neurotransuisoree. El hecho de que no se pre-

sente un efecto sumatorio en medios con 4-AP y despolarizantes puede 

interpretarse como que la acumulación de calcio en ambas condiciones 

se efectua a travéa del :mimo sistema de transporte, mediado tal vez, 

por mecanismos diferentes. 

Cuando se estudió el efecto de la 4-AP sobre la acumulacién de 

calcio en medio Krebs-bicarbonato se observ6 que en estas condiciones 

esta droga produce un aumento muy importante en la acumulación de cal 

do, en forma dependiente de su concentración; este incremento en In 

acumulación de calcio en reduce notablemente en presencia de alas - 

concentraciones de maganesio y rojo de rutenio, que ano conocidos ah-

tagonistae de le unión del calcio a la membrana sinóptica. Por el me 

mento no hemos podido diferenciar si el aumento en la radioactividad 

producido por la 4-AP se debe a une entrada neta de calcio e la ter-

minal o a una unión especifica o inespecffica en lo vecindad de la -

membrana. Sin embargo, volviendo a la idea original del trabajo, que 

intenta explicar el efecto convulsivo de la 4-AP a tralla* de mecanis-

mos mediados por calcio, las dos situaciones ofrecen una posibilidad 
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de explicacilk para el efecto convulsivo de seta droga. En el primer 

caso, si la 4-AP estuviere incrementando Los niveles de calcio intra-

terminal, se induciría la liberación inespecífica de neurotransmisores 

y las convulsiones dependerían de la proporción de neurotransmisores - 

iáhibidores y excitadores. Considerando la segunda posibilidad, si le 

4-AP aumentara la unión de calcio en la veciendad de la membrana, este 

1.611 estaría M'Endose posiblemente en condiciones diferentes a las que 

sis encuentran naturalmente y que mantienen el umbral normal de excita-

bilidad, alterando por ejemplo, su intsracci6n con las cargas negativas 

fijas en la membrana. Con ésto se producirla un efecto similar sobre - 

la, excitabilidad de la membrana al que ■e observa con magnesio o EDTA. 

Estas, consideraciones sin embargo,, deban tomarse en forma estrictamen-

te especulativa, haita que no se conozca con exactitud el mecanismo 

- intimo y los componentes membranales involucrados en el proceso me—

diante al cual el calcio mantiene la excitabilidad de la membrana en el 

tejido nervioso. 

La taurina redujo en forma bastante eficaz tanto las alteraciones 

en la excitabilidad como los incrementos en la acumulación de calcio --

producidos por la 4-AP. El mecanismo por medio del cual la taurina es-

ti llevando a cabo estas acciones no se ha podido esclarecer aún. En - 

un estudio realizado por Pasantes-Morales y Cembo& (44), se observ6 --

que la•taurina no tiene efecto sobre la entrada de calcio a sinaptoso-

mas inducida por condiciones despolarizantes, bisicamente debido a que 

la acción del aminoícido requiere la presencia de bicarbonato y que es 

te ión usado como amortiguador, impido la visualizaci6n del efecto de 

los dvspolarizenten. Este se un resultado convlictivo, ya que por una 

parte, el amortiguador de bicarbonato es al que funciona en condicionó 
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fisiológicas, a diferencia de los sistemas de TRIS, !TEPES y otros, 

que son artificiales. 

Por otra parte, se ha observado que el bicarbonato modifica las 

concentraciones Jónica» del medio intracelular (71), a diferencia de 

!os otros amortiguadores para los que la membrana celular es imper- . 

meable. Sin embargo, las condiciones despolarisentes, tales como 

alta concentración de potasio y veratrina, son capaces de inducir la 

liberación de los neurotransmisores en medios con diferentes amorti-

guadores. 

El efecto de la taurina sobre la acumulación de calcio en si-

naptosomas requiere asimismo la presencia de fosfato (45). Es probable, 

entonces, que el mecanismo de acción de la taurina requiera la forma-

ción previa de un complejo calcio-bicarbonato, calcio-fosfato o cal-

cio-bicarbonato-fosfato y de acuerdo con loa resultados observados en 

este trabajo, el incremento en la acumulación del calcio producida por 

la 4-AP también requiere lo presencia, al menos de bicarbon4ro. Estos 

resultados sugieran que la taurina y la 4-AP pueden estar actuando a 

nivel del mismo mecanismo, en forma antagónica. 
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