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INTRODUCCION

TAURTNA

La taurina (ac. 2-amino etano sulfdnico), es un aminodcido nzu=
frado que fue descubierto hace aproximadamente un siglo en la bilie
del tore (1). En los afios siguientes a4 au davcubrimiento fue demos-

trada su presencia en una amplia variedad de tojidos animales, 1a
taurina se encuentra desde los grupos mas elementales de la escala
filogendtica, como protozoarios, grupos de metazoarios simples, pori-
feros, braquibpodos y sipuncilidos (2). El Phylum de los moluscos es
el grupo en el cual se encuentran probablemente los niveles mas altos
de taurina. Se ha descrito también su presencia en anélidos (polique-
tos), en artrdpodos y en crusticeos marinos donde los nivelos de este
aninodcido en el niisculo son considerables (2). En los vertebrados,

la taurina ha sido identificada en diversos tejidos de urocordados y

en todos los Phyla de los cordados Be encuentra como un componente -

normal de gran nimero de tejidos. Er anfibios, reptiles y aves se lo-~

caliza particularmente en los tojidos muscular y nervioso. (2). En les
mamfferos, la taurina tisular se encuentra en concentraciones cilimwla
ren, siendo €stas purticularmeute elevadas en los misculos esquelético,
cardfaco y liso, en las glandulas de secresidn interna, en el bazo,

el rifidn y la retina. El cerebro contiene tambi@n niveles muy elavacos

de taurina,entre 2 y 10 mM. La distribucibn regional de este aminoi-

cido ha sido estudiada en el corebro de 1a rata (3, 4, 5), cl gato (b
y en el cercbro humano (7, 8), encontrfindone que ciertns regiones tnles

como la corters cerebral, el hipocampo, el butbo raqufdeo y el cerehelo,



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

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

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

nea podria ser indicativa del papel funcional de este aminodcidn en
areas especificas del sistema nervioso central.

Una observacidn interesante es qua la taurina total del cerabro
se incrementa en el feto en desarrollo (11), llegando a su midximo -
aproximadamente al tiempo del destete (3), y decreciendo de allf lan-
tamente con la edad (12); ésto ha llevado a auponer que la taurina
pudiera tener un papel como factor del crecimiento en ciertos tejidos
(13).

Por lo que respecta a la afntesis de la taurina, sus vias de for
macifn parecen scr multiples y no estdn totalmente esclprecidas. Su
precursor es la cisteina y la via mas conncida es aquella en la que -
por oxidacidn de la cisteina se forma el fcido cisteinsulfinico, el
cual ne descarboxila para dar lugar a la hipotaurina, y &sta mediante

una oxidacidn originard la taurina (14, 15, 16). Tanto los intermedia

rion como las enzimas de esta via de sfntesis han sido encontrados en
el tejido nervioso asf como en la mayorin de los tejidos animales (17).
La degradacidn metabdlica de la taurino ae ha descrito como una lenta
conversion a Acido isetidnico a travis de una reaccidn de transamina-
c¢idn (4, 18),
El recambio de las pozaa tisulares de¢ taurina, en los animales -
carnfvoros al menos, estd en funciBn sobre tode, de las velocidudes

rolativas de los procesos de captacibn y eliminaciBbn., El recamblo de
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1a taurina es rdpido en tejidos tales como el higado, el rifién y lan

glindulas suprarvenales, y lento en el cerebro, el corazbn y el nfis-

culo esqueldtico (19).

A pesar de que la taurina se encuentra presente en la mayorfa
de los grupos de la escala zoolSgica y en la mayor ﬁarte de los teji-
dos, a veces en muy altas concentraciones, su funcidn ain no es clava.
£n ol sistema nervioso central se ho pensado que podrfa ser un neu-
rotransmisor inhibidor, ya que cuando es aplicado iontoforé@ticamente

produce un efecto hiperpolarizante en la mayorfa de las neuronas del
sistema nervioso (20, 21, 22, 23), Esta accifn parece estar relacic-

nada con una modificacidn 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 niimero de neuronas responden a sus

acciones. Por otra parte, no se han encontrado antagonistas especifi-

cos para el efecto de este aminofcido, pues en médula espinal su ac-
cién se ve antogonizada por la estricnina y en corteza cerebral por la
bicuculina (20, 25),substancias que son conocidas como blotueadores

enpacificos dn los efectos de la glicina y del GABA (Bcido gamma amino-

butfrico), respectivamente. Eato puede deberse a lu aimilitud estruc-

tural de la taurina con estos omino&cidos lo que le permitiria 21 acceso
a sus receptores y la consiguiento modificacifn en la membrana postai-
nfiptica. La especificidad del efecto de 1a taurina, por lo tanto, debe
nguardar a la identificaciSn de un antagonista particular a la acciin de
¢sta aminodcido. Unn'cnrnCCer(ucicn qua podrfs asfmismo identificar a la
tanrina como un neurotransmisor, es el hecho de que se ha encontrado un

sistuma de captacibn de alta afinidad para este nminoScido en termina-
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ciones sindpticas aisladas (26, 27), el cual es dependiente de sodio
y energia. Por otra parte, la liberaciSn de la taurina es estimulada
por agentes depolarizantes (28, 29, 30), pero a diferencia de lo ob-
servado para la mayorfa de los neurotransmisores, esta liberacifn es
independiente de calcio (31, 32), lo que la hace diferente de la ob-
servada en la mayorfa de los neurotranamisores conocidos. Como conso-
cuencia de estas observaciones, el papul de la taurina como neurotrans
misor se ha puesto en duda y se ha considerado como una alternativa -
la posibilidad de que actuara como neuromodulador,modificando la 1i-
beracidn de neurotransmisores, o que estuviara involucrada en la fun-
cidn sindptica de alguna manera no aclarada hasta ahora. Por otra par
te, se ha demostrado que la taurina regulariza el ritmo cardiaco en
arritmias producidas por adrenalina (33, 34) y que sus niveles en el
corazdn aumentan en individuos con insuficiencia cardfaca congestiva
35), v e& tejido muscular en casos de distrofias congénitas (36).
Estas observaciones y la alta concentracidn de taurina en tejido mus-
culares y cardfaco han sugerido su partlicipacidn en fendmenos countridc-
tilesn. Su accifn se ha situado a nivel del transporte de potasio y/o
" calcio, tanto por lo que respecta a sus efectos farmacol8gicos como a
su pocible funcibn en el tejido normal,

En el siatema nervioso, la accifn de la taurina como anticonvul-
sivo ha sido estudiada a rafz de que so obuarvara una diferencia en
las concentraciones de este aminodcido sntre un foco cpileptSgeno y el
tejido perifocal (37, 38), tanto en humanus como en animales do experi-

muntacion. Esta observacidn provocd que ne {lavaran a cabo los primeros




-5 -

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 moda-
‘los experimentales da epilepsia como son los causados por la ouubai
na, la estricnina, la penicilina, o.el cobalto (37, 39, 40, 41).
También se han llevado a cabo estudios sobre su accidn antiepilép-
tica en humanss con tresultados prometedores (40, 42,43). Un aspecto
jnteresante de la nccidén de la taurina como anticonvulsivo es que,
a diferencia de las drogas comunmente usadao, se trata de un compo-~
nente natural de los tejidos excitables y parece actuar restaurando
las condiciones fisioldgicas del sistema norvioso, al menos en lo -
que respecta a los niveles de aminodcido, alterados en 2l foco epi-

leptdgeno (37). E1 mecantswo por el cual la taurina lleva a cabo su

accidon anticonvulsiva se desconoce. Se ha sugerido que podria ser

consecuencia de su posible accidn como neurotransmisor inhibidor o

en forma miis genaeral, como modulador de la excitabilidad neuronsl, en
virtud de su accidn sobre la amplia variedad de modelos convulsivos
y el gran nGmere de neuronas sensibles a pu accidn dgpreuorn. El
mecanismo por al cual la taurina podria estar ejerclendo este efce-
to neuromodulador puede situarse a varios niveles, uno de ellos se-
rfa a través de una modificacidn en el transporte y la redistribu-—-

cién de calcio en la membrana, pues se conoce que existe una rela--

cidn clara entre estos procesos y el eatado de excitabilidad de las

membranas neuronnles. Estos mecanismos podrfan ser modificados por

1a taurina, pues como se ha observado recientemente, este aninodci-

do reduce el tranwporte de calcio a la terminal nerviosa (A4), pro-
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bablements santenifndolo en la vecindad de la membrana. Otra posibili~
dad serfa la de una accidn de la taurina a nivel de la liberaciln de -

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

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

mas aislados de cerubro de rata (45).

4=-AMINOPIRIDINA

La 4~aminopiridina (4~AP) es una droga que tiene un considerable
interés para la investigacién de los mecanismos de la transmisidn si-
niptica, ya que aparentemente incrementa en forma selectiva la libera

¢idén de neurotransmisores, tanto en placa neuromuscular como en otros

tipos de sinapsis. E1 estudlo de la 4-AP cobr§ inter8s cuando se vié

que esta droga era entre 20 y 30 veces mas potente que cl tetraetil--
amonio y la guanidina en la recuperacién de la parflisis producida por
la -inyeccién de toxinas botulfnicas, las cuales actlan reduciendo la -

liberacidn de neurotransmisores especificos (46). En vista de esta -

obsarvacibn, se sugirif que la 64-AP aumenta la liberacibn de ncurotrans
misores mediante un incremento en los nivales de calclo libre dentro de

las terminales nerviosas presindpticas.

Mas adelante, el efecto de la 4-AP incrementando 1a liberacidn de

neurotransmisores se demostr§ en una smplia variedad de preparaciones

biolégicas. La 4-AP produce un aumento en la libaracifn de acetilco-

lina de las terminaciones nerviosas motoras, as{ como de las de los -

nervios aut8nomos colinfrgicos (47, 48, 49). En ol bazo, 1s 4-AP pro

duce un incremento en la liberacién de norapinefrina (50). Un efecto

similar sa observa en el conducto defaerente y en diversas preparacio-
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nes vasculares, in vitro (51,52,53).

En el sistema nervioso central de vertecbrados se ha visto que la
4-AP incremanta los reflejos monosinipticos, facilitando la transmi--
8idn tanto en vias excitatorias como inhibitorias de la medula expinal
(54,55,56); €uto ha sugerido. que esta droga actia de manera ineapeci-
fica provocando un incremento en los potenclales postsinidpticos en am-
bos tipos de sinapsis.

Una posible explicacidn a estos efectos generalizados de la 4-AP
gseria que este compuesto sustituyera al calcio en el proceso de libe-
racidn de neurotransmisores y de esta manera aumentara su liberaciodn;
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 posibilidnd de que la droga recuwplace
al calcio o libera iones de calcio de sitioe intracelulares en la ter~

minal nerviosa durante la liberacidn estimulada. Con el mismo enfoque

exinten experimentos realizados recientemente en médula espinal de ta-

na en donde se demuestra que la depresidn provocada por EGTA o nagne--
#io es antagonizada por la accidn facilitadora de 1o 4~SP (56). FErtus
observacioune sugieren que esta droga sumenta la tranvmisidn sinaptics
por interactuar con los flujos de entrada de calcio necensarics pura que

se lleve a cabo la liberacidn de neurotransmimores, probablemente a tra

vés de afectar la permeabilidad al calcio actuando eobre lan canales de

calcio sensibles a voltaje.

TAURINA y 4-AP

Tomando en consideracidn por una parte, que la 4-A} increments 1a




actividad del sistema nervioso en el sentido de aumentar la liberacidn
de neurotransmisores incspec{ficemente, probablemente a través de un -
incremento en la entrada da calcio a la terminal y por otra parte que
la taurina podrfa ejercer su efecto anticonvulsivo pot‘mudio de renta
blecer la excitabilidad de la membrana modulando flujos de calcio, en
este trabajo se estudil el efecto antagSnico de ambas sustancias, tan
to in vivo como in vitro. In vivo se probS el posible efecto protec--
tor de la taurina contra las convulsiones producidas por la 4-AP; in

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

anticonvulsiva de la taurina,sa estudid 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 ratén,



MATERIALES Y METODOS

Inyeccidn de drogas.

Se utilizaron ratonea de 15-17 dfas que pesaban entre 5-6 g . Los
ratones se inyectarom intraperitonealmente, en grupos de seis animales,
con taurina, 4-AP, &cido etilendiamino-tetrac&tico (EDTA), GABA y gli-
cina, a los t;empos indicados en cada experimento. Las dosis utiliza-

das fueron las siguientes: taurina, 2.66 y 1.33 g/kg: GABA y glicina,
2.66 g/kg, 4-AP, Smg/kg, y EDTA, 200 amolas/kg.

Separacidn de terminaciones nerviosas aisladas (Sinaptosomas).

Para medir la acumulacién de “°Ca en 1a fraccién sinaptosomal cru

da (p,), éota se prepard por el mdtodo de Gray y Whittaker (58). Los
ratones se sacrificaron por decapitacifn y los cerebros se homogenei-
zaron en sacarosa 0.32 M (10% peso/volumen). ELl homogeneizrado se cen-
trifugd a 900 x g, durante 10 minutos y el sadimento se lavé en el --
mismo volumen de sacarosa y se volvid a centrifugar en las mismas con
diciones, el sedimento corresponde a la fraccidn nuclear (Pl). Los -
sobrenadantes de ambas centrifugaciones se wezclaron y se centrifuga-
ron durante 20 mia a 9 000 x g; el sedimento de esta centrifupacidn -

se resuspendif en el mismo volumen de sacarosa 0.32 M y se repitid Ja

centrifugacifén. FE1 scdimento as{ obtenido corresponde a la fraccidn -

sinaptosomal cruda (Pz) 1a cunl se resuspendif en glucosa 0.32 M. To-

do el procedimiento se llevd u cabo a «%c.




Captacibn de hsc..

Se tomaron alicuotas de la fraccifp utnuptogomnl conteniendo en-
tre 0.7 y 1.0 mg de prot;tnl y se incubaron a 37°C durlnfe 5 minutos,
con agitacién, en un ml de los siguientes medios dependiendo de los -
parimetros a observar:

- Medio Krebs-bicarbonato: NaCl 118 mM; KC1l 4.7 uM; Ki,PO, 1.2 oM; --
MgS0, 1.17 mM; CaCl, 2.5 mM; NalCO4 25 =M; y glucosa 5.6 oM,
- Medio Bl;;ltcin: NaCl 145 mM; KC1 5 mM; HgClz 1.3 mM; CaCl2 0.1 mM;

glucosa 5 mM; TRIS 50 mM; pH 7.4

- Madio despolarizante: NaCl 73 mM; KCl 77 mMj MgCl, 1.3 uM; CaCli, --
0.1 mM; glucosa 5 mM; TRIS 50 mM; pH 7.4

- Medio con veratrina: composiciofi idéntica a la del medio Blaustein
conteniendo veratrina 1,6 mg/ml
Todos los medios de incubacifn contenfan ademis LanClz y 1a tau-
rina, 4-AP o ambos se agregaron'en las concentraciones indicadas en ca
da experimento.
Despuls de la incubacidn se tomaron alicuotas de 0.3 ml y se cen-

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

vd superficialmente con agua destilada y wse -olubiliz§ con 0.3 ml de ~
NCS (solubilizador de tejidos, Amersham) y la radioactividad incorpora
da se midi6 adicionando 5 ml de Tritosol (PPO, 3 g; Tritén X-100, 27 ml;
Ptilenglicol, 37 ml; Etano, 106 ml y Xilel, 600 ml, para un volumen fi-

nal de un litro),

Con el prop8eito de excluir el pegado in.up.c[fico de 4501C12 se

hiciaron blancos en paralelo en cada experimento, en los que sl tejido
se incubd con Mgs0, (20 mM0 y rojo de rutenio (204uH3. Los valores ob

tunidus un los tubos en estns condicionws fuaron roatados & los valores



- 11 -
de los tubos experimentales en todos los casos.

Captacidon de 355- taurina en cerebro de ratdbn in vivo.

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

animales, los que se inyectaron intraperitonealmente con taurina a una

dosis de 2,60 g/kg conteniendo 10 uCi de 355~tlutina. El primer lote

se sacrificd a los 15 min, tomando una muestra de sangte y de corteza
cerebral por duplicado, los siguientes lotes me sacrificaron a los ~-
30, 60 y 90 min. Las muestras de sangre se colectaron wn tubos conte-
niendo heparina (400 unidades/ml) y se centrjfugaron inmediatamente a
500 x g por 20 min para obtenar el plasma, A 0,5 ml do plasma sec les

agregaron 0.5 ml de NCS y los tubos se calentaron durant: 19-40 min -

para solubilizar el tejido. Las muestras de corteza cerebral s~ pesa

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

acunulada expresdndose los resultados en cpm/mg de tejido.

Detarminacidn de protefnas.

Ba llevé a cabo por el método de Lowry y colaboradures (597 uti-

lizando una curva patrdn de alb(mina demarroliads paralelamente a los

datos experimentales.
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RESULTADOS

Efecto de la 4=AP

Para sl estudio de los efectos in vivo de la 4-AP, se proba-
ron diferentas dosis de esta droga inyectada por via intraperitonsal.
La dosis meleccionads fue de 5 mg/kg. Con esta dosis se presentd un
cuadro muy reproducible de alteraciones motoras en los ratones, a

tiempos muy definidos y marcadamente constantes de experimento a

experimento. Estas alteraciones consisticron en temblores generali-

zados, que se iniciaron entre los 5 y 6 minytos despufs de la inyec-
cidn de la 4~AP y que fueron-seguidos por movimientos circulares y -
convulsiones clénicas & los 5-7 min despulis de la inyeccibn. Aproxi

madamente en un 80X de los animales se praesantaron convulsiones ténicas

tipicas 20 min despu€s de la administracifn de la droga y la mayor par-
te de los ratones murieron durante las mismas,

los paradmetros utilizados para cuantificar el efecto de la tau-
rina eubrae las alteraciones motoras producidas por la 4-AP fueront -
1) tismpo de latencia en la iniciacibn de los desSrdenes motores.
2) prenentacilfn de convulsiones ténicas, expresads en forma porcentual.

3) mortalidad postconvulsiva, tambidn expresada on forma porcentual.

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

La inyeccidn intraparitoneal de la 4-AP a una dosis de 5 mg/kg
pravoct la muerte de un 80-90% da los animales; enta cifra sec redujo a
3% cuando la taurina me finyect8 & una donis de 2,66 g/kg, media hora

antes de la administracifn de la 4-AP; eata protecciSn no se ocbaarvs
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cuando la taurina se inyectd a la mitad de la dosis (Fig. 1). 1La
aplicacidn de la taurina media hora o quince minutos antes de la
inyeccifn de la 4-AP redujo asfmismo @l porcentaje de muertes post-
convulsivas a 22% y 257, respectivaments. (Pig. 2).

Se midi5 tambifn el efecto de la taurina sobre el tiempo de
iniciacidn de las alteraciones motoras; este sstado de excitacion en
los animales se presentS regularmente después de la inyeccidn de 1a
4-AP entre 5 y 7 minutos. Cuando se administrd la taurina media hora
antes de la inyeccidn de 4-AP, se observd un retardo en la aparicidn
de estas alteraciones que se presentaron a los 20 min en los animales
tratados con taurina y a los 7 en los controles (Fig. 3A). Cuando la
taurina se inyectd 15 min o una hora antes de 1la administracién de la
4-AP el retraso en la aparicidon de convulsionew clénicas fue menor
(rig. 3,B,C).

El efecto de la taurina sobre la frecuencia de apari-

cibn de consulsiones tdnicas se observa en la Fig. 4. Despuls de la
inyeceifn intraperitoncal de la 4-AP se presentaron convulsiones tdni-
cas on un 90X da los ratones que generalmente antecedian a la muerte

del animal. Dempu€s de la inyeccibn de la taurina, mcdia hora antes de
la inyeccibn de la 4-AP, el porcentaje de convulsiones tSnicas se redujo
a un 302 (Pig. 4 A). Tal como se observ§ para los otros parimetros es-
tudiados, cuando la taurina se administr8 quince min o una hora antes

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

ténicas fue menor.

Efacto de GABA y glicina.

Con el propbsito de verificar si el efecto anticonvulsivo da 1la
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olmero de animales que wa Indica satre Paréntusis),
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taurina era espacifico, se probiron dos aminoicidos neuroactivos, que
presentan un efecto depresor sobre la actividad neuronal alin mSs poten
te que la taurina, el GABA y la glicina. Estos aminofcidos se adminis-
traron en la dosis y tiempo optimos observados para el efacto anticon-
vulsivo de la taurina, es decir, 2.66 g/kg y media hora antes de la
administracidn de la 4=AP. El resultado se observa en la Fig. 5, en
donde se denuestra la especificidad del efecto anticonvulsivo de la
taurina, pues la glicina y el GABA lejos de reducir la mortalidad de
los animales la incrementaron a un 1003 y ninguno de los pardmetros -

observados, tales como el tiempo de aparici8n de convulsiones cldnicas

o la frecuencia de convulsiones tSnicas se modific6 favorablemente por
dichos aminoBcidos.

Efecto del EDTA.

Con el propSsito de esclarecer el probable mecanismo a través del
cual la taurina astd ejerciendo su accidn anticonvulsiva, se inyectd
intrapsritonealmente un quelante de calcio (EDTA), en una dosis

de -

200 pmolas/kg, 15 min antas de la inyeccién de la 4-AP, En estas condi~

ciones se obaservd una potenciaciSn 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 modificS substancialmente en
presencia del EDTA, La Fig, 6 muestra que cuando sa inyectd el EDTA 15
min antes de la inyeccidn de taurina, el efecto protector del aminodci-

do no se obsarv8 (Pig. 6) y la mortalidad postconvulsiva de los animales

inyectados con 4~AP no fue difarente de aquellos que reciblaron 4-AP y
taurina,
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Captacifn de taurina en el cerebro de ratén, in vivo.

Con el objeto de medir el tiempo Sptimo de acumulacién de ia

taurins en el cerebro, se inyc;t& 358—tlurino. intraperitonealmente

a ratones de 15-17 dfas de edad y los animales se sacrificaron a di-
ferentes tiempos. Se tomaron muestras paralelamente de cerebro y de

sangre cada 15 min para seguir el trayecto de la marca. En la Pig, 7
se observa que en el cerebro la acumulacibn de radioactividad se in-

crementd progresivamente desde los 15 win hasta una hora,tiempo en el

que se alcanzd el miximo de acumulacifn, En el mismo tiempo se observd

un descenso correspondiente de la radiocactividad en la sangre.

Efectos de la taurina y la 4-AP sobre la acumulacidn de 45

Ca en termi-
nales nerviosas aisladas de cerebro de ratén.

La captacibn de 6SCA por los sinaptonomas asilados de cerebro de

ratfn se midid en 2 condiciones experimentales: 1) en un medio conte-
niendo CaCl2 a una concentracidn de 100,uM, y usando amortiguador TRI1S
(Medio Blaustein) y 2) en un medio Krebs-bicarbonato conteniendo 2.5

mM de CnClz. Estos dos medios se utilizaron debid- a que en el primero
se ha entudiado el efecto de despolarizantes de accidn bien conocida,
que inducen un incremento en la captacidn de calcio a través de los ca-
nales sensibles a volt;je y nos interesaba comparar su efecto con el de
la 4~AP, en experimentos paralelos. El sogundo medio fue utilizado de-
bido a que su composicidn i8nica refleju la del wedio extracelular y

la del 1fquido cefalorraquideo.

La Fig. 8 muestra el efecto de la 4-AP sobre la captacidn de asCa

en al medio Blaustein, en pressncia de condiciones despolarizantes. Al
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agregar la 4-AP al medio de incubaciln a concentraciones de 0.33 y
0.1 =M se observd un ligero sumento sobre ls acumulacibn de ASCu -
squivalente a 47% sobre el control. Cuando la incubacidn se 1llevd

a cabo en madios despolarizantes, ya sea por su alta concentracifn
de potasio (77 mM) o por la presencia de veratrina (1.6 mg/ml), se

observd un sumento muy significativo en la acumulacifn de 650:,

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

adicionada a estos medios no sumd su efecto al de ellos. La taurina
no modificd la acumulacidn de “sCa 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 acumulacidn de calcio por sinaptosomas
incubados en sl medio Krebs-bicarbonato. En este medio la 4-AP pro-
dujo un aumanto sobrs la acumulacién de calcio dependiendo de la con-

centracifn de 0.5 a 5 veces aproximadamente sobre la captacidn esponta
nea, La presencia de taurina en este medio redujo la acumulacidn de
calcio por los sinaptosomas, tanto la espontanea como la inducida por
la 4-AP. La tsurina revirtid el efecto de la acumulacidn de calcio
inducida por la 4-AP a valores muy cercanos a los de los controles.
Con la finalidad de discernir entre una acumulacién neta de “SCa

y una probable formacidn de complejos amorfos inducida por 4-AP, se

midid el efacto de la 4~AP sobre los flujos de 43

Ca en presencia de
HgSOL.

Existon suficiantes avidencias que {ndican que concentraciones

alavadas de magnesfo inhiben tanto el transportes de calcio como su

unifn a la membrana. En nueatras condiciones,(Tabls 1), 1la presencia
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de Mg80, (20 mM) en el pedio de incubacifn, redujo la scumulacifn
45
de

Ca por los sipaptosomas a menos de 201 de los valores cbsarva-

dos en los controles en ausencia de magnesio. La acumulacién de
45

Ca estimulada por la 4-AP tasbién fue sensible a 1la acciin dal
magnesio (Tabla 1).
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Tabla 1.  Efecto de ¥gSO, (20 =M) sobre la acumulacidn de “C-

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

ladas.

Condiciones de incubacidn Captacidn de “m

(nmol/mg de protefna)

Control 1.35 £ 0.12 (5)
4-AP 3.12 + 0,12 (5)
Mgs0, 0.57 + 0.02 (%)

4=AP + Mgso, 0.62 + 0.07 (%

Los resultados son promedios + 5.E.M. del nlimero de experimentos in-

dicados en sl paréntesia.
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DISCUSION

La tsurina, en las dosis y tiempos apropiados, mostrf ser un afi-
caz agente protector contra las convulsionss producidas por la &-AP; -~
estas observaciones coinciden con lss realizadas en difersntes labora-
torios en donde se ha visto que l:‘ taurina presenta efectos anticonvul
sivos en una amplia variedad de modelos sxperimentales de convulsiones.
Este efecto generalizado ha sugerido que su mecanismo de accidn podvSa

situsrse 2 un nivel muy béisico en los procesos que mantienen la excita-

bilidad de la membrana. Dicha accifn podris localizarse a través de un

efecto sobre los flujos de calcio, como se ha propuesto en base a los -
estudios realizados por Izumi y colaboradores (b0}, quienes dewmostraron
un requerimiento de calcio libre extracealular para que pudiera manifes-

tarse el efecto protector de la taurina contra las convuleiones produci

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

trabsjo muestran tambifn dicho requerimiento, ya que la inyeccidn intra
peritoneal del EDTA en ratonas, previno el efecto protector de ia tau-

tina contra las convulsiones producidas por la 4-AP. FEstos resultados,

aumados a los experimentos recientes de Pasantes-Morales y Gamboa (42%),
quienes demostraron que la taurina reduce la scumulacibn de calcio en -
terninales sinfpticas aisladas de cerebro de rata, y tomando en cuenta
las evidencias q.ue sugieren que la 4-AP podrfs incrementar los nive.cs
de calcio en la terminal presinfiptica, se ponsb en un posible efccto ~

antagbnico entre ambas sustancias a nivel de] traneporte de calclo, que

explicarfa sus efectos opuestos en la sxcitaciln de los snimales {n vi-
vol
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8in embargo, primero tuvo que investigarse si, efectivamente
18 4=AP producfs un sumento en la liberecifn de neurotransmisores media
do por un incramento en la concentreciln ds calcio dentro de la terminal
narviosa presinfptica, ya que si{ bian el efecto de la &4-AP sobre la li-

berscifn de transmisores es bien conocido, no 1o es el mecanismo por el
cual sete liberacifm se induca,

Locks en 1894 observS qus el calcio extrscelular ss necesario para
que se lleve ¢ cabo la transmnisiSn sinfpeica neuromuscular (61). Poste~
riorments fus desarrollade por Katz y Miledi (62), la hipStesis del cal
cio, qua suglere que al arribo del i{mpulso nervioso,sl calcio atraviesa
1a menbrana presinfptics y que este incremento en ls concentracidn in-

traneuronal provoca la liberacién de los neurotransmisores. Otro inten

to para demostrar la importancie del calcio en la transmisifn nerviosa
fus realizado por M{ledi quien comprobd qus la {nyecciln de calcio in-

trasterminal iba acompeflada por un incremento en el nimero de potencia-

les postsinfpticos (63), Racientements se ha demostrado que la entra-

ds fecilitada de calcio por el fon8foro de calcio A23187, induce un in-
. cramonto en ls liberaciln de neurotransmisores (64,65). A partir de es-
tos experimentos, la evidencia en favor de que un aumento en ls concen-
tracifn de calcio intracelular provocas liberacifn de neurotransmisores
ha aumentsdo considerablemente (66),
Los sinaptosomas sisledos de diferantes regiones dal sistema ner-
vioso, constituyen uns herramiento Gtil para estudiar los diferentes -

macaniamos a trgvls da los cuales se llevan a cabo funciones especffi-

cas del siatama nsrvioso central., [n este caso los sinaptosomss han =

aido Gtilas pars comprobar la hipStesis del calcio propuests por Katz
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y Miledi, ya que se ha demostrado que estas sstructuras, ya aiwladas,
mantienen sus propiedades de excitabilidad, susceptibilidad a diferen-

tes iones, captacién y liberacién de naurotransmisores en forma dupen-

dience de calcio, etc. En su primera parte, ests hipbtesis propone --

qué e) calcio entra a la terminnl presindptica como consecuencia de una
dedpolarizacidn, ésta se lleva a cabo naturalmente por el impulso ner-
vioso, 1o que provoca una inversiSn en la polaridad de la membrana y -
como consecuencia la apertura de canales de calcio sennibles a voltaje,
Debido al gradiente de calcio que se emtablece por las concentraciones
tan elevadas 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 liberacién de neurotransni-
sores.

En el estudio del sistems de acoplamiento estimulacibn-secrecidn,
las propiedades de tratamientos despolarizantes, tales como altas con-
centraciones de potasio, veratrina y ouabaina, han sido usadas comun--
mente para mimetizsr el efecto despolarizante del potencial de accidu.
Todon estos tratamientos tienen en comin el cambiar 1a polaricsd de la

menbrana, afectando asf los canales de calcio sensiblcs a voltaje y au-

mentando la liberacidn de transmisorus. Eatos efectos con medics des-

polarizantes han sido extensamente estudiados por Blaustein (67,68,69)

quien ha logrado ver en medios modificadus conteniendo bajas ¢ neentra-

ciones de calcio (100 M), que la acumulacifn de “ca en terminales rer

viouas sisladas se incrementn en forma dependiente de la concentracidn

de potasio o de veratrina,

8in embargo, es necesario hacer notar que ovclos efactos no se han

podidu obwervar en medio Krebs-bicarbonato, ol cual tiene todaw las ca
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ractarfsticaa i8nicas del medio axtracalular, hecho para el cual hasta
ahoras no se cien explicacidn.

Considarando las propiedades de la preparaciln sinaptosomal, y -
los exparimentos realizados sobre la entrada de calcio a terminales ner
viosas, en este trabajo se raalizaron experimentos an paralelo para in-

vestigar si la 4-AF incremanta la entrada de calcio an forma similar a

la inducida por los despolarizantes. De ser asf podrfa sxplicarse su -

efecto convulsivo con base & un incramento ganeralizado en la liberacidn
de neurotransmisores como se ha mencionado.

Estudios de difarentes laboratorios ha mostrado que el calcio ex-
tracelular es necesario para que se lleve a cabo la accifn de la 4-~AP -
sobre la liberacidn de neurotransmisores (47,48,49,50,51,52,53). Afinado
a estas observacionas astf el hecho de que La 4-AP bloquea el canal de
potasio, lo que rcnuita en una prolongacifin de la duracidn del potencial
de accidn con Lo que se mantendrfa durante mis tiempo despolarizada la
membrana y la acumulacifn de calcio dentro de la terminal nerviosa seria
mayor.

Con estos antecedantes se ha planteado la posibilidad de que la -
4=AP podria {nteractuar con los canales de calcio sensibles a voltaje,
pero de una forma diferente a la de los despolarizantes clBsicos, es -
decir, su efecto no estarfa mediado por un cambic en la polar{dad de
la membrana vino por una modi{ficacién directa sobre el canal de calcio
sensible a voltaje,

Por otro lado se ha probado que sl afecto de esta drogs no es -
poatsinfptico, puos cuando se ailade en preparaciones da fibras muecu-

Llaves de rata o rana, no tiane ninguna influsncis sobre la umpiitud -
{
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y frecuencis de los potencisles postsinfpticos ministurs, con lo que
se demuestrs que no afecta al receptor postsinfiptico (70).

Nusstros resultados muestran que bajo estas condiciones 1a 4-AP
a bajas concentraciones, provoca un pequeiio incremento en la acumula-
¢idn de calcio en terminales nerviosas sisladas, bastante menos impor
tante sin embargo, que el observado para los depolarizantes, por lo =
que estos resultados no justificarian el efecto tan eficiente que en-

ta droga presenta en las diferentes preparaciones estudiadas in vivo

sobre la liberacidn de neurotransmisores. El hecho de que no se pre-

sente un efecto sumatorio en medios con 4-AP y despularizantes puede
interpretarse como que la acumulacidn de calcio en ambas condiciones
se efectua a través del msimo sistems de transporte, mediado tal vez,
por mecanismos diferentes.

Cuando se estudib el efecto de la 4~AP sobre 1ls acumulucién de
calcio en medio Krebs-bicarbonato se observi que en estas condicionesn
esta droga produce un aumento muy importante en la acumulacidn de cal
¢io, en formn dependiente de su concentracifun; este incremento en la
acumulacifn de calcio se reduce notablemente en presencia de altas -
concentraciones da moganesio y rojo de rutenio, que sou conocidos au-
tagonistas de la unifn del calcio a la membrana sinfptice. Por el mc
mento no hemos podido diferenciar si el aumento en la radioactividad
producido por la 4~AP se debe a una entrads neta de calcio a la ter-
ninal o a una unibén especifica o inespecffica en la vecindad de ls -
membrana. Sin embargo, volviendo a la idea uriginal del trabajo, que
intenta explicar el wufecto convulsivo de la 4-AP a travls de mecsnis~

mos mediados por calcio, las dos situaciones ofrecen unn posibilidad
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de explicaciSn para el efscto convulsivo de eeta droga. En el primer

caso, si la 4~-AP estuviera incrementando los niveles de calcio intra-
terninal, se inducirfa la liberacifn inespecffica de neurotransmisores
y las convulsiones dependerfan de la proporciSn de neurotransmisores -
1§hib140:cl y .xci:ndoéul. Considerando la segunda posibilidad, si la
4-AP aumentara la unifn de calcio en la veciendad de 1la membrana, este
i8n estarfa fijfndose posiblemente en condiciones diferantes a las que
aa encuentran naturalmente y que mantienen el umbral normal de excita-

bilidad, altarando por ejemplo, su interaccién con las cargas negaiivas

fijas en la membrana. Con &sto sa producirfa un efecto aimilar asobre -

1la excitabilidad de la membrana al que se observa con magnesio o EDTA.
Estas consideraciones sin embargo, deben tomarse en forma estrictamen~
te especulativs, hasta qus no se conozca con exactitud el macanismo

- fntimo y loe componentes membranales involucrados en el proceso me--

diante al cual el calcio mantiene la excitabilidad de ia membrana en el
tejido nervioso,

La taurina redujo en forma bastants eficaz tento las slteraciones

. ;n 1a excitabilidsd como los incrementos en la acumulacifmn de calcio ~--

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

tf llevsndo a cabo estas acciones no se ha podido esclarecer ain., En -
un estudio reuslizado por Pasantes-Morales y Camboa (44), se observd --
que la-taurina no tiene efecto sobre la entrada de calcio a sinaptoso-
nas inducida por condiciones dcapoiarizanten, bisicamente debido a que

1a accién del aminofcido requiere la prusencis ds bicarbonsto y qua es

te 18n usado como amortiguador, impide la visuslizacifn del efecto de

los duspolarizantes. Fsts as un resultado convlictivo, ya que por una

parte, el amortiguador de bicarbonato s el qus funciona en condiciones
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-

fisioldgicas, a diferencia de los sistemas de TRIS, HEPES y otros,

que son artificiales.

Por otra parte, se ha observado qua al bicarbonato modifica las
concentraciones ifnicas del medio intracelular (71), a diferencia de
108 otros amortiguadores pars 108 quc la menbrana celular es imper-
meable. Sin embargo, las condiciones despolarizantes, tales como

alta concentracifn de potasio y veratrina, son capaces de inducir la
liberacifn de los neurotransmisores en medios con diferentes amorti-
guadores.

El efecto de la taurina sobre la acumulacidn de calcio en si-
naptosomas requiere asimismo la presencia de fosfato (45). Es probable,
entonces, que el mecanismo de accifn de la taurina requiera la forma-
cidn previa de un complejo calcio-bicarbonatou, calcio-fosfato o cal-
cio-bicarbonato-fosfato y de acuerdo con los resultados observados en
este trabajo, el incremento en la acumulaciém del calcio producido por
la 4-AP también requierc las presencia, al menos de bicarbonsuto, Estos
resultados sugieren que la taurina y la 4~AP pueden estar actuando s

nivel del mismo mecanismo, en forma antagbnica.
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