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INTRODUCCION

La taurina (dcido 2-amino etano sulfénico),forma parte de la po-
za de aminodcidos libres de numerosos tejidos animales. Sus concen-
traciones son particularmente elevadas en los tejidos excitables, ta-
les como el corazdn, el miisculo tanto liso como esquelético, el siste
ma nervioso y las glandulas de secrecidn interna. En estos tejidos es
uno de los aminoicidos mids abundantes, encontrindose en concentracio-
nes que varian desde 1 a 8 mM en el cerebro (1,2), de 20 a 25 mM en
el corazdn (3), hasta 100 mM en la hipSfisis (4). La taurina no for-
ma parte de la estructura de las protefnas, y a excepcidn de la for-
macifn en el higado del dcido taurocSlico no participa en reacciones
metabdlicas; es por ello que durante mucho tiempo se le considerd co
mo un producto final y relativamente inerte del metabolismo de los
aminodcidos azufrados. Sin embargo, como resultado de las investiga-
ciones realizadas durante los ultimos diez afios, las cuales muestran

;
una multiplicidad de efectos farmacoldgicos de la taurina en diver-
sos sistemas como el corazdn, el misculo y el sistema nervioso, se ha
despertado un gran inter€s por profundizar en los estudios que lleven
al conocimiento de su funcidn.

En el sistema nervioso la taurina ejerce una serie de efectos -
farmacoldgicos sobre diversas funciones. Se ha demostrado por ejemplo
que la administracidn de taurina produce hipotermia a ratones y ratas,
cuando es aplicada por vfa intraventricular e intraperitoneal respec-
tivamente (5,6), el mecanismo responsable de este efecto no se conoce,

alin cuando parece ser que parte de este efecto es controlado a través
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de sistemas serotoninérgicos o colinérgicos en el hipotalamo (7). Asi
mismo se ha observado que este aminodcido disminuye la fiebre induci-

da por diversos agentes tales como la endotoxina de Escherichia coli

(8), o por la prostaglandina E 1 (9). La taurina cuando es administra
da intraperitonealmente en dosis que aumentan su concentracidn en el
hipotdlamo, disminuye significativamente la ingesta condicionada de
agua y alimento en ratas y ratones, ademds de reducir la ganancia de
peso de ratones genéticamente obesos (10). Por otra parte, se han des
crito ciertas propiedades analgésicas de la taurina (11), asi como tam
bién diversos efectos sobre el control del tono muscular (12,13). Asi
mismo, las observaciones hechas en el sentido de que en ciertos casos
de ataxias el transporte de taurina se encuentra alterado (14), han
llevado a considerar la posible participacidn de este aminodcido en
la generacidn de desBrdenes de la coordinacidn muscular de origen cen
tral.

Uno de los efectos farmacolSgicos de la taurina sobre el sistema
nervioso central que mids inter&s ha despertado, ha sido su accidn an-
ticonvulsiva. Las primeras observaciones que sugirieron la participa-

cidn de la taurina en la actividad convulsiva, fueron hechas en 1972

por Van Gelder (15), quien sefiald que los niveles de taurina disminuian

en los focos epileptdgenos humanos en comparacién con el tejido circun
dante, reportando poco tiempo después, que este aminodcido ejercia u-
na accidn anticonvulsiva en ratones y gatos con lesiones corticales in
ducidas por cobalto (16), esta disminucidn en los niveles de taurina

fué observada posteriormente, tanto en focos epileptSgenos experimen-
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tales inducidos por este metal (17), como en el suero de pacientes e-
pilépticos (18). Estos resultados han llevado a probar la accidn anti
convulsiva de la taurina en diversos modelos de epilepsia experimen -
tal. La taurina ha mostrado tener un notable efecto protector en con-
tra de las convulsiones producidas por ouabaina (19 a 21), pentilte -
trazol (22) y estricnina, asi como también en focos epilépticos tanto
agudos como crénicos, producidos por la aplicacidn tdpica de aliimina,
penicilina (23), cobalto (16,24,25), estricnina y estrdgenos en diver
sos animales de laboratorio como gatos (26), ratones (18,27), ratas
(16,22,24,25 y 27) y ain en el mandril Papio papic (28). Estos resul-
tados con animales de experimentacidn, han llevado a probar su efecto
como antiepiléptico en humanos (29 a 35). Los estudios han sido lleva
dos a cabo principalmente con pacientes que no han respondido a la te
rapia usualmente utilizada. Los resultados obtenidos en general, son
muy variables, ya que s5lo se han observado modificaciones favorables
en un limitado nimero de pacientes, principalmente en aquellos afecta
dos por epilepsias parciales. El principal problema en la utilizacidn
de la taurina como agente terapéutico parece deberse a su dificultad
para atravesar la barrera hematoencefilica. Los estudios llevados a
cabo con animales experimentales indican que menos del 1% de la tau-
rina cruza la barrera hematoencefilica (34). Es importante seiialar ,
que en los casos en ﬁue la taurina ha mostrado ser un eficaz antiepi-
léptico, su efecto, a diferencia de lo que se observa con las drogas
antiepilépticas comunmente utilizadas, es el de normalizar en cierta

forma las caracteristicas electroencefalogrificas del paciente (32),




asimismo las observaciones que indican que el efecto de la taurina con
siste en prevenir la propagacidn de la actividad convulsiva fuet§ del
foco, apoyan la idea de que su accidn anticonvulsivante sea medi;da a
través de un efecto antidispersor (23,24). El mecanismo responsable de
estos efectos de la taurina no se ha esclarecido, entre las diversas
posibilidades que se han considerado se mencionan una accidn directa
sobre la excitabilidad de las membranas, debida quizd a una modifica-
cidn de la permeabilidad i6nica o bien un efecto mediado a través de
caabios en el contenido de aminodcidos en el tejido epileptégeno.

La taurina presenta algunas de las propiedades caracteristicas de
los neurotransmisores. Este aminodcido ha probado tener un efecto de-
presor sobre una gran variedad de sistemas neuronales (36 a 40),accidn
que parece estar relacionada con un aumento en la conductancia de la
weabrana que da lugar a una hiperpolarizacidn (37), a través de un in
cremento en la permeabilidad de la membrana a iones especificos como
el potasio y el cloro (38). Sin embargo, este efecto depresor de la
taurina es débil, puesto que se necesitan concentraciones comparativa
mente mayores del mismo, que las que se requieren para observar las
mismas acciones con el GABA y la glicina. La presencia de un sistema
de captacifn de alta afinidad localizado en sinaptosomas (41 a 43), el
cual es especifico y dependiente de sodio y energia (44,45), aunado a
su presencia en vesiculas sindpticas (46 a 48) son tambi&n argumentos
en favor de una posible accifn como neurotransmisor, Sin embargo, aiin
cuando su liberacifn en respuesta a una gran variedad de estimulos de

polarizantes ha sido plenamente probada (49 a 52), esta no parece ser




claramente dependiente de calcio, en contraposicidn con lo observado
con la mayoria de los neurotransmisores conocidos (53,54).

La especificidad de los efectos de la taurina sobre la actividad
neuronal no ha podido ser probada hasta la fecha, debido principalmen
te a la ausencia de antagonistas especificos. Los efectos depresores
que la taurina ejerce sobre el tallo cerebral (55) y la médula espi-
nal (36,56), son bloqueados por la estricnina, un antagonista especi-
fico de la accidn de la glicipa, en tanto que en la corteza cerebral
y el tilamo es la bicuculina un antagonista reconocido de la accidn
del GABA, la que bloquea los efectos de la taurina (36,57). Por otra
parte no se ha encontrado una relacidn entre la distribucidn de la tau
rina y su posible funcidn, como en los casos de los aminodcidos neuro
transmisores ya mencionados, en los cuales existe una correspondencia
entre sus miximas concentraciones y los sitios donde la sensibilidad
a su respectiva accidn fisioldgica es mayor.

La localizacidn de la taurina en tejidos excitables, como el te-
jido contrdctil y las glindulas de secrecidn, ademfs de en el sistema
nervioso, han llevado a pensar en la posibilidad de que la taurina es
te involucrada en un proceso comin a todos ellos.

Un gran nimero de las acciones farmacol8gicas y fisioldgicas de
la taurina, se han asociadc a una posible interaccifn de este aminoi-
cido con los movimientos idnicos a través de las membranas bioldgicas
(58); en particular se ha observado que la taurina aumenta el calcio
asociado a las mitocondrias de corazdm (59) e higado (60), ademas de

producir una inhibicidn en la liberacidn de este catidn (61), estos
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hechos aunados a la presencia de altas concentraciones de taurina en
los tejidos secretor, muscular y nervioso, hacen pensar en la posible
participacidn de la taurina en la regulacidn de los niveles intracelu
lares de calcio en el sistema nervioso. Es bien sabido que el calcio
desempefia un papel bdsico en el funcionamiento de los tejidos excita~
bles (62), es por ello que las funciones de contraccidn, secrecidn y
transmisidn nerviosa, implican la existencia de mecanismos muy preci-
sos y eficientes de la regulacidn de los niveles de calcio intracelu-
lar, sin embargo no esta aun claramente definida la forma en que fun-
cionan estos mecanismos. La regulacifn de los flujos de calcio en las
terminales sindpticas parece llevarse a cabo a través de un proceso
complejo. En las terminaciones nerviosas, se ha sugerido la existencia
de cuando menos dos distintos mecanismos intraterminales involucrados
en el mantenimiento y regulacién del calcio; umo de estos mecanismos
poseee propiedades relacionas con la acumulacifn de calcio por las mi
tocondrias, el otro parece encontrarse asociado a la participacién del
retSfculo endopldsmico liso (63).

Los estudios previos realizados en terminaciones nerviosas aisla
das de cerebro de rata (64), han mostrado la existencia de dos mecanis
mos distintos relacionados con la acumulacidn de calcio, los cuales po
seen propiedades caracteristicas. El primero de estos mecanismos fun-
ciona a concentraciones bajas de calcio, es estimulado notablemente
por la presencia de ATP y no parece ser sensible al efecto de los ve-
nenos mitocondriales oligomicina y dinitrofenol, lo cual ha llevado a

considerar que este proceso se lleve a cabo en organelos intrasinapto
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somales. El segundo mecanismo relacionado con la acumulacidn de calcio
en las terminales nerviosas, se observa a las concentraciones fisiold
gicas del mismo 2.5 mM, no es sensible a la presencia de ATP, ouabai-
na o concentraciones depolarizantes de KCL, sin embargo parece depen-
h der marcadamente de la presencia de fosfato en el medio de incubacidn
(64). El1 efecto de este anidn sobre el transporte de calcio ha sido
descrito en otros sistemas. Asimismo la taurina al ser afiadida al me-
dio de incubacidn produce una disminucidn en la acumulacidn de calcio,
la cual parece ser ejercida sobre el proceso dependiente de fosfato ya
que no se observa en una preparacidn libre de fosfato exSgeno (64). Es
tas observaciones han abierto la posibilidad de una posible interaccidn
calcio-fosfato, en la vecindad de la membrana del sinaptosoma de tal
manera que el efecto de la taurina podrfa deberse inicialmente a una
accidn directa sobre el transporte de fosfato, y que a través de ella
producirfa una modificacidn subsecuente del tramsporte de calcio, Es-
ta posibilidad fue explorada en el presente estudio, en el cual se de
terminG el efecto que produce la taurina sobre el transporte de fosfa
to, por las terminales nerviosas de cerebro de rata, asf como también
de caracterizar previamente el sistema de transporte de fosfato, sobre
el cual la taurina tiene efecto en virtud de que se ha descrito que
este proceso presenta caracteristicas particulares en distintas estruc

turas, como en axdn, sarcolema, eritrocitos y células de tejido cardia

co.




MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo se utilizaron cerebros de ratas albinas
(cepa Wistar) adultas, de 2 a 3 meses de edad, de la colonia local

(Centro de Investigaciones en Fisiologia Celular).

Separacifn de terminales nerviosas aisladas (sinaptosomas) de cere-

bro de rata.

Se obtuvieron por el método de Hajds (65), segin el siguiente
procedimiento:

El cerebro de una rata (de 90 a 135 g) se homogeneizd
en sacarosa 0,32M (10% peso/volumen) a 550 rpm, durante un minuto en
un homogeneizador tipo Potter Elvenhjeim de vidrio con pistdn de te
£16n. El homogeneizado se centrifugd a 850 x g durante 10 minutos ,
obteniéndose un sedimento y un sobrenadante. El sobrenadante fue cui
dadosamente recuperado teniendo especial cuidado de no colectar la
capa viscosa y blanquecina situada alrededor del sedimento. El sedi
meato correspondiente a la fraccibn nuclear (P|), se lavd con el mis
mo volumen de sacarosa 0.32 M repitiéndose la centrifugacidn. Los so
brenadantes de ambas centrifugaciones se mezclaron y se centrifuga-
ron a 11,000 x g durante 20 minutos. El sobrenadante correspondiente
a la fraccidn soluble se desechd y el sedimento que corresponde a la
fraccidn sinaptosomal cruda (PZ)' se resuspendid en 5 ml de sacarosa
0.32 M , Esta suspensidn, se colocd sobre una capa de 20 ml de saca-
rosa 0.8 M y se centrifugd a 9,000 x g durante 25 minutos.

Durante la centrifugacifn el tejido se distribuye en tres zonas;




la superior, de un volumen aproximado de 5 ml, corresponde a la frac-
cidn de mielina; la media, de un volumen aproximado de 12 a 16 ml, co
rresponde a la fraccidn sinaptosomal, y la @itima, el sedimento, co~-
rresponde a la fraccidn mitocondrial.

La capa de mielina se extrajo con una pipeta Pasteur y se descar
td. La fraccidn sinaptosomal se extrajo también, diluyendose con agua
bidestilada (1:1) con el objeto de restaurar la osmolaridad. Este pro
ceso se llevd a cabo lentamente, en frfo y con agitacidn constante a
fin de evitar la lisis de los sinaptosomas por choque osmStico. Esta
suspensidn se centrifugd a 24,000 x g durante 20 minutos, obteniéndo-
se un sedimento que corresponde a la fraccifn sinaptosomal purificada.

Todo el procedimiento se 1levd a cabo a 4° C.

Captacidn de fosfato. La fraccidn sinaptosomal se resuspendid en glu
cosa 0.32 M y se preincubd durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Algunas alicuotas de 100 pl de la suspensidn que contenian de 0.9 a
1.8 mg de proteina, se incubaron a temperatura ambiente durante 5 a 10

minutos en medio Krebs-bicarbonato, que contenia, 32

PO, (1 pCi) y KH,
PO4 a las concentraciones indicadas en cada experimento en un volumen
final de un mililitro. Al término de la incubacifn se tomaron alicuo-
tas de 0.3 ml, por duplicado, las cuales se centrifugaron durante un

minuto en una Microfuga Beckman modelo 152. El sobrenadante se desechS
y el sedimento correspondiente se lavd superficialmente con agua fria

bidestilada, solubilizindose despu@s con 0.2 ml de NCS (Tissue Solubi

lizar, Amersham/Searle). La radioactividad incorporada en el tejido se
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midid despus de la adicidn de 5 ml de Tritosol (PPO 3 g, Tritdn X-100
27 ml, etilenglicol 37 ml, etanol 106 ml y xilol 600 ml, volumen final
un litro), en un contador de centelleo Packard para muestras liquidas
modelo 2425. Los valores obtenidos de tubos blancos sin tejido, prepa
rados en paralelo para cada una de las condiciones experimentales, fue

ron restados de los valores de los tubos experimentales.

Con el objeto de caracterizar el transporte de fosfato, sobre el
cual tiene efecto la taurina, los sinaptosomas fueron sometidos a dis
tintas condiciones experimentales como por ejemplo, rojo de rutenio,
N-etil maleimida etc., y a diferentes medios de incubacidn. Los deta-

lles se mencionardn en cada uno de los experimentos correspondientes.

lLos diferentes medios de incubacidn que se utilizaron, se prepa-
raron modificando e! medio bidsico Krebs-bicarbonato, segiin se detalla
a continuacidn.

Medio Krebs-bicarbonato (NaCl 118 mM, KC1l 4.7 mM, HgSO4 1.17 mM, 03612

2.5 mM, KH POk 1.2 mM, glucosa 5.6 mM, NaHCO3 25 oM.

2

a) Medio sin Calcio. El cloruro de calcio del medic Krebs-bicarbo
nato se eliminé del medio de incubacidn.

b) Medio Krebs-TRIS. Se substituyd el NaHC03 por TRIS (hidroxi me
til amino metano)-HCl pH 7.4 25 mM para mantener el pH .

¢) Medio sin Hagnesio.‘El sulfato de magnesio se eliminf del medio

de incubacidn.

d) Medio sin Sodio y con bicarbonato de potasio. (I) El1 cloruro
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de sodio se substituyd por cloruro de colina a la misma osmola
ridad y el bicarbonato de sodio por bicarbonato de potasioc 25 mM.
e) Medio sin Sodio y con bicarbonato de potasio (II). E1 NaCl se
substituyd por sacarosa 118 mM y el bicarbonato de sodio por bi
carbonato de potasio 25 mM.
f) Medio sin Cloro. El cloruro de sodio del medio se substituyd

por acetato de sodio 118 mM o por isetionato de sodio 118 mM.

Determinacidn de Proteinas . Se llevd a cabo por el método de Lowry

y colaboradores (66), utilizando una curva patrdn de albidimina desarro

1lada paralelamente a los datos experimentales.




RESULTADOS

CARACTERIZACION DEL SISTEMA DE TRANSPORTE DE FOSFATO.

a) Acumulacidn de fosfato por los sinaptosomas en un medio Krebs-

bicarbonato (KHZ?OA’ 1.2 mM)

La acumulacidn de H3P04 por los sinaptosomas fue medida en un me-
dio Krebs-bicarbonato, conteniendo KHZP04 a una concentracidn de 1.2
mM. La incubacién se llevS a cabo a una temperatura de 2590 sin agitar

durante 10 minutos.

-

El transporte de fosfato por los sinaptosomas mostrd ser un proceso
dependiente de la cantidad de proteina sinaptosomal presente en la mez
cla de incubacidn, en el rango utilizado para nuestros experimentos

(0 a 700 pg) (Fig. 1).

b) Efecto de la concentracién de KHZPOG en el medio sobre la acumula-

cion de H3P04'

Con el objeto de mostrar la cin€tica del transporte de fosfato por
los sinaptosomas, €stos fueron incubados en el medio bisico Krebs-bicar
bonato el cual contenfa diferentes concentraciones de KH POA desde 0.1

2
mM hasta 6 mM.

La curva de acumulacidn de H3P0‘ por los sinaptosomas a diferentes
concentraciones de substrato (Fig.2), se observd que consta de dos compo
nentes, En la primera fase del proceso se obtiene un aumento gradual en

la acumulacidén a medida que se incrementaron las concentraciones deKHZPOb




Acumulacidn de fosfatos por terminaciones nerviosas aisladas de
cerebro de rata en funcidn de la concentracidn de proteina.

La incubacidn se 1levé a cabo durante 10 minutos a 25°C en un

‘ medio Krebs- bicarbonato, pH 7.4, que ccnteyia RH2P04 1.2 My
1ipci de *?Po,, en un voldmen final de un zililitro. Cada pun-

to representa el promedio ¢ el error estandar de 4 experimentos

separados.
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Fig. 2

Efecto de la taurina 25 mM sobre la captacidn de 32POA en pre

sencia de diferentes concentraciones de KH,PO,. Los sinaptoso

. s, . o
mas fueron incubados en un medio Xrebs-bicarbonato a 25°C, en

presencia de 32?04 (1 pCi/ol) y las concentraciones de KH.,PO

Z 74
indicadas. La taurina a la concentracifn mencionada estuvo pre

sente durante todo el periodo de incubacidn. Los resultados re

presentan el promedio ¢ el error estandard de por lo mencs 4

experimentos separados.
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entre 0.1 y 1.5 oM , hasta alcanzar un nivel cercano al de saturaciédn,
a partir de este punto la acumulacidn volvid a incrementarse y este pro

ceso 3 parentemente no se saturd con las concentraciones utilizadas.

c) Efecto de inhibidores del transporte de fosfato.

Se probaron diversas condiciones experimentales que se conace que
afectan los movimientos o flujos de fosfato en otros tejidos.

La captacidn de fosfato por los sinaptosomas no fue estimulada en
presencia de ATP en el yedio de incubacidn a concentraciones de 2 mM
y 5 mM. Este proceso no fue dependiente de temperatura, observiandose
los mismos niveles de acumulacién a 4°C y a 25°C. La N-etil maleimida
» un inhibidor conocido del transporte de fosfato en mitocondrias, pro
dujo un decremento en la captacidn de alrededor de un 307 cuando se a

fiadi en una concentracidn de 100 pM. Asimismo la adicidn de fosfato

de piridoxal, un inhibidor del transporte de aniones a trav€s de un a-
carreador de la membrana, caus§ un decremento del 732 en la acumulacidn

cuando estuvo presente en el medio de incubacidn en una concentracién

de 1 mM.

d) Efecto de iones.

Con el objeto de discriminar si los movimientos de fosfato a través
de los sinaptosomas son dirigidos por la existencia de un gradiente de
sodio transmembrana o bien a través de un mecanismo de intercambio con
otros aniones, se midid el efecto de la ausencia del sodio y/o el cloro
sobre la acumulacién de fosfato por las terminaciones nerviosas aisla-

das. Como se observa en la figura 3, la substitucién del cloruro de so




Fig. 3 Efecto del cloro y del sodio scbre la captacidn de fosfato por
los sinaptosomas de cerebro completo de rata. La fraccidn fué
incubada en cada caso durante 10 minutos en el medio bdsico
Krebs- bicarbonato modificado segin se indica. Las barras re-

- presentan el promcdio # el error ectandar del ndmero de expe

rimentos indicados entre paréntesis.




PO, (nmolas /mg proteina)

Acumulacion

IS -

10 -

(2)

(2)

(19) <™ Tauring 25 mM
(8)
I
8) (a) (4)
CONTROL

MEDIO SIN Ca** ROJODE EGTA Mg20mM MEDIO SiN Mg

RUTENIO




-17-

dio del medio por cloruro de colina a la misma osmolaridad produjo un
aumento del 437 en los niveles de captacidn con respecto al valor con-
trol; la substitucidn del cloro del medio por acetato de sodio o por el
idn no permeante isetionato causd una disminucién en la incorporacidn
de fosfato del 37.5% y del 27.5% respectivamente. Cuando el cloruro de
sodio fue substitufdo por sacarosa a una concentracidn de 118 mM, se
observd un marcado aumento en la acumulacidn, la cual alcanzd un nivel
aproximado del 660% (6.6 veces), sobre el valor control en preseacia

de sodio.

Cuando la fraccidn de sinaptosomas fue incubada en un medio que
contenia TRIS en substitucidn del bicarbonato de sodio como especie a
mortiguadora (Tabla 1), la tasa de acumulacidn se redujo en un 46.7%
con respecto al valer control, sugiriendo una probable interaccidn en-
tre el fosfato y el bicarbonato bajo estas condiciones.

El efectc de 1a omisidn de calcic sobre el transporte de fosfato
por los sinaptosomas (Figura 4), se examind midiendo este proceso en
medios libres de calcioc y en presencia de situaciones experimentales
que se conoce que bloquean tanto la captaciin como la unién de calcio
a las membranas.

En esta figura, se muestran los resultados obtenidos bajo tales
condiciones. Se observd que la omisién del calcio en el medio de incuba
¢i8n, produjo una reduccidn en la incorporacidn de fosfato del 83%. La
adicidn de rojo de rutenio, un colorante que se sabe a bajas concentra
ciones bloquea muy eficazmente la unifn del calcio a diversas membranas

biocldgicas, también redujo considerablemente la acumulacifn de fosfato




Fig. 4

Efecto de la omisidn del calcio y de inhibidores de la capta
ciSn de calcio sobre la acumulaci3n de fosfato por terminacio
nes nerviosas aisladas de cerebro de rata. Los sinaptosomas
fueron incubados en un medio Krebs-bicarbonato que contenfa 1
pCi de 3?'Pok en un volimen final de un mililitro y bajo las
condiciones que se seflalan debajc de cada una de las barras .

Los resultados representan el promedio + el error estandard

del nimero de experimentos indicados entre paréntesis.
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cuando se agregd a la mezcla de incubacidn en una concentracidn de 100
pM. El incremento en la concentracidn de magnesio de 1 a 20 mM redujo
los niveles de acumulacifn de fosfato en un 39.5%.

Finalmente la adiciSn de EGTA, un poderoso gquelante del calcio, pro
dujo igualmente una reducciSn muy notable en la incorporacibn de fosfa

to cuando se aifiadid en una concentracidm de 2 mM.

Acumulacidn de 45Ca dependiente de fosfato.

Con el objeto de correlacionar los resultados mencionados en el pa
rrafo anterior, referentes a la influencia del calcio sobre el transpor
te de fosfato y en espera de considerar una posible interaccidn entre
estas dos especies idnicas, se juzgd conveniente examinar el proceso
complementario, es decir, el de medir la incorporacidn de 45Ca por los
sinaptosomas, dependiente de las concentraciones de fosfato.

La acumulacidn de 45Ca fue medida en un medio Krebs-~bicarbonato,que
contenfa 2.5 mM de CaClz, variando las concentraciones de I(HZPO4 del
mismo desde 0.1 mM hasta 6 mM.

La figura 5 muestra los resultados obtenidos bajo t;les condiciones,

La acumulacidn de aSCa por los sinaptosomas mostrS ser un proceso
dependiente de las concentraciones extracelulares de fosfato, ya que
se observa un aumento paralelo al incremento en las concentraciones de
este anifn en el medio.

Los niveles de captacién fueron de 3.3 nmolas/ mg de proteina, a u

na concentracidn de 1.2 mM de KH2P04' alcanzindose un miximo de 5.8 nmo

las/ mg cuando las concentraciones de fosfato presentes fueron de 6mM.




Fig. 5

Efecto de la taurina (25 mM) sobre la acumulacidn de 45Ca por
sinaptosomas de cerebro de rata en presencia de diferentes con
centraciones de KHZPOA' Los sinaptosomas fueron incubados du-
rante 5 minutos a 37°C en eI medio bisico Krebs-bicarbonato ,

que contenia Q.5 pCi de ASCa y las concentraciones de fosfato
indicadas. Cada punto sobre la grdfica representa el promedio

+ el error estandard.
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EFECTO DE LA TAURINA SOBRE LA ACUMULACION DE H3P04

La presencia de taurina a concentraciones de 10, 25 y 50 mM (Fig.6),
produjo una inhibicidn en la captacidn de fosfato por los sinaptosomas.
Este efecto parece ser dependiente de la dosis en el rango examinado; a
una concentracidn de 10 mM la taurina produjo una inhibicidn del 18.6%
con respecto al valor control, a una concentracidn de 25 mM la taurina
produjo una disminucidn del 68.2% y a 50 mM la inhibicidn fue del 83.2%

El efecto inhibidor de la taurina a una concentracién de 25 mM fue
observado consistentemente (Fig. 2), a medida que las concentraciones
de fosfato en el medio aumentaron de 0.1 mM a 6 mM, alcanzindose un mi

ximo en la inhibicidn del 97.9% cuando la concentracidn de KHZPOA fue

de 3.0 mM.

Tomando en consideracifn que la taurina al ser afiadida a la mezcla
de reaccidn disminuye el pH del medio, se probd el efecto producido por
este aminodcido a una concentracidn de 25 mM cuando fue previamente neu
tralido al pH de la soluciln pH 7.4 . Bajo estas condiciones los nive~
les de acumulacidn de fosfato se vieron igualmente afectados, lo que
sugiere que el efecto inhibitorio producido por la accidn del aminodci
do taurina no depende dnicamente de la alteracién en las condiciones
del medio sino que deben tomar parte otro tipo de mecanismos.

Cuando los sinaptosomas fueron expuestos en un medio en el cual se
substituyd el sodio del medio por colina a la misma osmolaridad, la tay
produjo una disminucifn del 63.8% en la incorporacifn de fosfato con

respecto a la condicidn control correspondiente. Asimismo la actividad




Fig. 6

Efecto de la taurina a diferentes concentraciones 10, 25 y 50
=M sobre la acumulacidn de fosfato por terminaciones nervio-
sas aisladas de cerebro de rata. La altura de las barras re-
presenta el porcentaje de captacidn de 32?06 en relacidn al

valor control. El tejido se incubd durante 10 minutos a 25°¢C
en un medio Krebs-bicarbonato que centenfa 1 uCi de 32PO4 y

taurina a las concentraciones referidas. Los resultades repre
sentan el promedio r el error estandar del nimerc de experi-

mentos indicados entre paréntesis,
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depresora de la taurina parece requerir la presencia de bicarbonato,
ya que no se observd cambio alguno en los niveles de inhibicién cuando
se substituyd el bicarbonato de sodio del medio por TRIS (Tabla 1).
Puesto que se ha mostrado en este estudio que la presencia de cal-
cio en el medio de incubacifn es una condicidn indispensable para que
se lleve a cabo el proceso acumulativo de fosfato, se estudid el efec-
to producido por la taurina bajo condiciones que modifican los niveles
de calcio externo. Estos resultados se muestran en la Fig. 4 . Puede
observarse que el efecto inhibidor de la taurina 25 mM se hace notorio
a condicidn de que se encuentre presente calcio disponible. la accifn
de la taurina en un medio en el cual se ha omitido el calcio produjo

un efecto similar al que se observa en un medio ¢on las concentracio-

nes fisioldgicas de calcio. Por otra parte la accidn inhibitoria que
el aminofcido ejerce se ve estimulada en un medio libre de magnesio
(Fig. 4), bajo estas circuustancias la inhibicifn alcanza un valor del
77% con respecto al valor control correspondiente.

Tomando en cuenta estos resultados que sugieren que el efecto de
la taurina se lleva a cabo sobre un cotransporte acoplado calcio - fos
fato, se examind el efecto de este aminoicido sobre el transporte de
“3Ca a diferentes concentraciones de fosfato externo. La figura 5 mues
tra que a la concentracifn fisiolSgica de calcio externo, es decir 2.5
mM, la captacibn de 6SCa fue marcadamente dependiente de la presencia
de KHZPO6 en el medio. La presencia de taurina a una concentracifn de

25 aM en el medio de incubaciSn, redujo en un 49% la acumulacifn de cal

cio radioactivo, Este efecto se hizo mis notorio a medida que se incre
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mentaron las concentraciones de fosfato externo (Fig. 5). La omisidn

de fosfato sin embargo, no produjo efecto inhibitorio alguno por parte

del aminodcido sobre la acumulacifn de ASCa, lo cual confirma la obser

vacidn mencionada anteriormente en el sentido de que la accidn inhibi-
toria de la taurina se ejerce sobre la acumulacidn de calcio dependien

te de fosfato.




DISCUSION

La ubicuidad de la taurina en los tejidcs animales, asi como su
presencia desde los grupos mds elementales de la escala biolégica, es
indicio de su participacidn en alguna o algunas de las funciones ca-
racteristicas de miltiples sistemas; sin embargo poco se sabe hasta
la fecha acerca de su posible funcidn. En los {iltimos afios se ha des
pertado un creciente inter@s en conocer el probable papel de la tauri
na en el sistema nervioso central, debido a sv posible asociacidn con
los mecanismos que regulan la excitabilidad neuronal. La amplia gama
de efectos farmacoldgicos en los que la taurina se encuentra involu-
crada, entre los que se destacan su efecto inhibidor sobre neuronas
de diversa indale, (36 a 40) asi como su accidn anticonvulsiva y anti
epiléptica en humanos (29 5 35), ha llevado a considerar que este ami
noicido pueda ejercer sus efectos a través de un mecanismo bdsico y
comiin a todos los tejidos en donde se le localiza (67). Entre las di
versas posibilidades que se han propuesto, destacan su posible papel
como modulador de la excitabilidad membranal (29,18,68), ya sea a tra
vés de la disminucidn en la liberacidn de otros neurotransmisores,
efecto que podrfa ocurrir por una accidn directa sobre la membrana de
la célula nerviosa, mediada por un bloqueo en la entrada de calcio a
la terminal nerviosa, reduciéndose asi los niveles de calcio intrasi
naptosomal disponibles para la liberacidn de los neurotransmisores y
provocando a su vez un incremento en las concentraciones de calcio li

bre en la vecindad de la membrana, o bien que la taurina podrfa actuar
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como un neuromodulador de las concentraciones intraneuronales de cal-
cio orobablemente a través de los mecanismos de retencidn de calcio
por la mitocondria o el retfculo endopldsmico liso (61). Los resulta
dos del presente trabajo se discutirin en relacidn a estas posibilida
des.

Existen ciertas bases experimentales que apovan la hipStesis de
una accidn de la taurina a trav@s de sus interacciones con el calcio.
Observaciones previas de Dolara y colaboradores (69), han demostrado
que las acciones producidas por la taurina en el corazén, principal-
mente su efecto inotrdpico positivo asi como también los efectos ob-
servados sobre el potencial de accidn en fibras de Purkinje. pudieran
estar relacionadas con modificaciones en los niveles de calcio intra-
celular inducidas por la taurina, quizi a través de un aumento en la
acumulacidn o retencifn de calcio, provocando asi la formacidn de una
poza de calcio mucho més abundante disponible para la contraccidn.
Izumi y colaboradores (70), por otra parte han demostrado que el efec
to protector producido por la taurina en contra de las convulsiones
producidas por metrazol, desaparece al inyectar simultineamente tauri
na y un quelante de calcio como el EDTA. Lla taurina asimismo también
protege en contra de las convulsiones producidas por la 4 amino-piri-
dina, la cual probablemente causa convulsiones al incrementar la en-
trada de calecio a la teminal y produce la subsecuente liberacién ma-

siva de neurotransmisores.

Se ha sugerido que el transporte de calcio a través de la membra
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na plasmfitica del sinaptosoma involucra varios mecanismos: un inter-
cambio de calcio por sodio independiente de la presencia de ATP, el
cual es también capaz de intercambiar calcio por calcio, una capta-
cidn neta de calcio a través de canales sensibles a voltaje, asf como
una difusidn pasiva de calcio (71). Los estudios previos realizados
por Pasantes-Morales y Gamboa (64), han mostrado la existencia de dos
mecanismos de acumulacidn de calcio presentes en las terminales ner-
viosas aisladas. Uno de estos mecanismos funciona a concentraciones
submicromolares de calcio externo y es dependiente de la presencia de
ATP. El segundo mecanismo de acumulacidn de calcio se observa a con-
centraciones fisioldgicas del mimmo, es independiente del aporte de
energia y requiere de la presencia de fosfato y bicarbonato para su
efecto. Esta accidn parece ser especIfica del fosfato pues no se ob-
serva cuando es reemplazado por otros aniones como acetato u oxalato,
Las propiedades de este proceso acumulativo de calcio sugieren que la
incorporacidn de este idn se lleva a cabo a través de un mecanismo pa
sivo. Una captacidn de calcio dependiente de fosfato ha sido observa
da en mitocondrias de riiidn y corazdn (72,73), en las cuales el trans
porte de calcio es estimulado por fosfato Unicamente cuando las con-
centraciones de calcio externo son mayores de 2.5 mM. Se ha sugerido
que en estos organelos el fosfato es requerido por los sitios de unién
de calcio en el interior de la membrana interna mitocondrial, para
aceptar calcio del sitio acarreador,

Eu el presente estudio se describe una accidn inhibitoria de la




~29-

taurina dependiente de dosis sobre la entrada de calcio estimulada
por fosfato en los sinaptosomas, lo que ha llevado a sugerir la exis-
tencia de un mecanismo de difusi8n calcio-fosfato en esta preparacidn.
Se sabe que compuestos que poseen grupos sulfdnicos, como por ejemplo
los derivados de los icidos isotiocianocestilbendisulfdnicos (S1TS v
DIDS) (74), tienen la capacidad de inhibir el transporte de aniones,
de tal manera que el efecto de la taurina sobre el transporte de cal-
cio a nivel de la membrana del sinaptosoma, podria situarse a t;avés
de una accidn primaria sobre los mecanismos de transporte de fosfato.
En el presente trabajo se ha examinado una posible relacidn entre
el calcio y el sistema de transporte de fosfato presente en los sinap-
tosomas, asi como también el efecto que la taurina ejerce sobre este
sistema, Se han descrito varios sistemas de transporte de fosfato en
diversas preparaciones bioldgicas. En mitocondrias los movimientos
de fosfato se llevan a cabo a través de un gradiente transmembrana de
protones (75); sin embargo parece improbable que en las terminales ner
viosas el proceso acumulativo de fosfato se lleve a cabo por un meca-
nismo similar ya que el gradiente mitocondrial de protones se encuen-
tra orientado en direccidn inversa con respecto al de la captacién de
fosfato. El transporte de fosfato en otras células parece estar aco-
plado a los movimientos de otros iones como el sodio, entre los que
se incluyen epitelios intestinales y renales de mamiferos, nervio cia
tico de conejo (76,77), fibroblastos transformados por el virus SV 40

(78,79), asi como también en preparaciones de misculo cardiaco (80).
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En estos ejemplos la formacidn de un gradiente de sodio parece propor
cionar la enerpifa necesaria ya sea eléctrica, quimica o ambas, necesa
ria para concentrar el fosfato en el interior de las cé&lulas.

Tratando de identificar el mecanismo de transporte de fosfato
presente en los sinaptosomas, se midid la acumulacidn de este anidn
en condiciones en donde el sodio del medio fue substituido por colina
(Fig. 3). Bajo estas condiciones experimentales, sin embargo., no ocu-
rrid ninguna disminucidn en el proceso de incorporacidn de fosfato;
por el contrario se produjo un aumento significativo del 43.32 en 1la
acumulacion.

La incubacifn a bajas temperaturas o en presencia de ATP no pro-
dujeren efecto alguno sobre la translocacidon de fosfato por parte de
los sinaptosomas, sugiriendo que el proceso se lleva a cabo sin apor-
te de energia, mecanismo que como se sabe ocurre en una gran diversi-
dad de megbranas biolSgicas entre las que se destaca principalmente
la del eritrocito (81). En estas c@lulas se ha observado que la inhi
bicidn del transporte de fosfato reduce significativamente el trans-
porte pasivo de calcio, 10 que ha llevado a sugerir que bajo condicio
nes fisiolégicas, &sto es en presencia de bicarbonato, a pH neutro y
altas concentraciones externas de calcio, €ste entra a los eritroci-
tos principalmente via un cotransporte anidn-calcio en el cual proba-
blemente se estd utilizando el sistema de transporte anibnico de la
membrana (8l). Este sistema de transporte se sabe consta de un aca-

rreador conocido como la banda I11i (82), el cual atraviesa de un lado




a otro la membrana y a través del que se lleva a cabo un intercambio

electroneutro anién-anidn (83). Se ha descrito que este acarreador
prefiere como sustratos al cloro y al bicarbonato y que el mecanismo
de transporte es inhibido por diversos agentes como el fosfato de pi-
ridoxal y la NAP-taurina (84).

En nuestra preparacidn observamos que la adicidn de fosfato de
piridoxal (1 mM) redujo la acumulacidn de fosfato por parte de los si
naptosomas en un 73%, sin embargo en contraposicifn a lo esperado en-
contramos que el reemplazo de casi todo el cloro del medio de incuba-
cidn por acetato o por él idn no permeante isetionato (hidroxietansul
fonato) produjo una marcada reduccidn en los niveles de acumulacidn
de fosfato, disminucidén que tambi&n fue observada cuando se substitu-
y6 el bicarbonato de sodio por TRIS como especie amortiguadora. Un
efecto interesante fue observado cuando se reemplazd el cloruro de s0
dio del medio por sacarosa a la misma osmolaridad, pues bajo estas
condiciones los niveles de acumulacidn de fosfato por parte de los si
naptosomas fueron estimulados alrededor de 7 veces con respecto al va
lor control. Esta respuests activadora pudiera ser atribuida al sur~
gimiento de un potencial de difusidn, de tal manera que el interior
de la célula se volviera positivo condicionando de esta forma la entra
da de fosfato. Los resultados antes mencionados parecen asi descar-
tar la posibilidad de la participacion de un acarreador anidnico en
la membrana del sinaptosoma, del tipo del que se encuentra en el eri-

trocito. Se ha hecho patente durante el transcurso de diversos estu-
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dios, que la naturqleza y concentracidn de los aniones presentes en
el medio de incubacidn alteran o modifican el curso seguido por el
proceso acumulativo de calcio (85), en particular y como se habia men
cionado anteriormente se ha mostrado que la acumulacidn de 4SCa por
las terminales nerviosas aisladas requiere de la presencia de fosfato
en el medio (64), observacidn que hemos podido confirmar y extender
mostrando que la translocacidn de caleio en los sinaptosomas es esti-
mulada a medida que se incrementan las concentraciones de fosfato ex§
geno. Analogamente la acumulaciln de fosfato en las terminales nervio
sas mostrd ser marcadamente dependiente de la presencia de calcio en
el medio de incubacidn, ya que la omisidn del calcio del medio, produ
jo una notable reduccidn en la incorporacidn de fosfato radieacrivo,
Estos resultados sugieren la posible presencia de un mecanismo de
transporte acoplado calcio-fosfato. Es diffcil distinguir, sin embar
go, si los cambios observados son debidos a una entrada neta de fosfa
to a la terminal nerviosa o como resultado de una unidn no especifica
en la vecindad de la membrana. La disminucidén en la radioactividad
observada tanto en presencia de EGTA como bajo condiciones que dismi-
nuyen o impideq la interaccidn del calcio con los componentes de la
membrana, tales como la adicidn del colorante rojo de rutenio o la
presencia de altas concentraciones de magnesio, sugieren que la intes
accidn entre el calcio y el fosfato se lleva a cabo en las inmediacig
nes de la membrana del sinaptosoma, quizd como resultado de la forma-

cibn previa de complejos o agregados cristaloides, Esta posibilidad
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se ve apoyada por el hecho de que el proceso de acumulacidn de fosfa~
to, no mostrd ser un procesé saturable a las concentraciones de sustra
to utilizadas, ya que si el transporte de fosfato al interior de los
sinaptosomas fuera un procesoc mediado, los niveles de acumulacidn de-
berfian alcanzar un valor saturante a medida que se incrementaran las
concentraciones del mismo. La importancia de este tipo de complejos
cristaloides ha sido descrita en varias investigaciones, en particular
se ha mostrado que la presencia de comélejos cristaloides de fosfato
de calcio, facilitan extensamente tanto la fusidn de vesirulas de fos
folipidos (86), como de eritrocitos humanos y que este efecto se debe
a la interaccidn de complejos de fosfato de calcio con los fosfolfpi-
dos acidicos de la membrana: se ha descrito que estas reacciones depen
den de varios factores como la temperatura, la concentracidn de las
especies idnicas y especialmente del pH observindose los efectos prin
cipalmente en el rango de 7.0 a 7,5. Ademds se ha mostrado que una
gran variedad de compuestos bioldgicos como el ATP o los aminoicidos
influyen en la formacidn de este tipo de complejos (86).

De los resultados del presente trabajo resalta el hecho de que a
concentraciones fisiolSgicas de calcio, la taurina inhibe la acumula-
cidn tanto de calc}o dependiente de fosfato, como el proceso comple-
mentario es decir, la translocacidn de fosfato dependiente de calcio.
Asimismo, los efectos inhibidores del aminodcido no se observan en au-

sencia de bicarbonato, Sus efectos podrian asi situarse como posible

alternativa, bajo un efecto discciante sobre la formacidn de complejos
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cristalinos de fosfato y/o bicarbonato de calcio., lo cual podria ser
un paso previo en la unidn a los sitios acarreadores. En apovo a es-
ta posibilidad se cuentan nuestras observaciones en el sentido de que
en preparaciones libres de c&lulas, la taurina muestra un efecto de-
sestabilizante sobre la formacidn de cristales de fosfato de calcio.

Los resultados presentados en esta discusidn apoyan la idea de un
papel regulatorio ejercido por 1a taurina sobre los flujos de calcio
en la terminal sindptica, sugerencia que podria hacerse extensiva a to
dos los tejidos excitables., sin embargo surge la inquietud por conocer
si los efectos de la taurina sobre los flujos de calcio y fosfato an-
tes descritos poseen implicaciones fisioldgicas, y si tambi&n pudie-
ran ser responsables de los efectos farmacoldgicos descritos para el
aminodcido en el sistema nervioso.

Una posible accifn de la taurina podria residir en los mecanismos
que regulan la participacidn del calcio en los procesos de excitacidn
y liberacidn de neurotransmisores: los mecanismos por medio de los cua
les la taurina lleva a cabo estas acciones no se ha podido esclarecer
alin, sin embargo sobre la base del mismo efecto desestabilizante antes
propuesto, podemos especular acerca de los posibles efectos de 1a tau-
rina en la terminal nerviosa. Se ha descrito que en mitocondrias el
fosfato puede activar el transporte de calcio al formar precipitados
de fosfato de calcio y de esta forma eliminar el calcio para que 13
reaccidn alcance el equilibrio, la taurina al desestabilizar los com-

plejos de calcio y fosfato pudiera proporcionar mas fosfato disponi-
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ble para el transporte de calcio ya que la presencia de este anidn pa
rece ser necesaria para la separacidn del calcio a sus sitios acarrea
dores. Lla taurina actuando de esta manera pudiera contribuir a la
disminucidn de los niveles de calcio intraterminales y por lo tanto a
la terminacidn de los procesos de liberacidn de neurotransmisores.
Otra posibilidad podria referirse a una acciBn indirecta de la tauri-
na sobre la membrana presinidptica de la célula nerviosa a nivel de la
fusidn de vesiculas sindpticas, la taurina al impedir la nucleacidn o
agregacidn de los complejos cristaloides bloquearfa la fusibn y subse
cuente liberacidn de lgs mol&culas de neurotransmisor. Asimismo., los
efectos anticonvulsivos producidos por la taurina, podrian deberse a
un efecto sobre la excitabilidad de la membrana mediada posiblemente a
través de una interaccién con las propiedades caracteristicas que tie-
ne el calcio de interactuar con los sitios anidnicos en el exterior de
la membrana especialmente con los fosfolipidos acidicos, los cuales pa
recen ser importantes sitios de unidn de este catidn (88). Se ha pro-~
puestc que la taurina a través de su grupo sulfonato pydiera quelar o
movilizar el calcio, sin embargo la interaccidn entre el calecio y la
taurina medida a rangos de pH fisiol8gico por medio de resonancia mag-
né€tica nuclear, ha mostrado ser muy débil (89)., A pesar de ello no
puede excluirse la posibilidad de que la accidn de la taurina se vea
incrementada por interacciones del grupo amino con las macromoléculas
de la membrana y que dichos complejos pudieran secuestrar mis facilmen

te al calcio al dejar libre el grupo sulfonato, Esta posibilidad ex-
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plicaria muchos de los efectos de la taurina, tanto a nivel farmaco-

16gico in vive como en preparaciones in vitro.
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