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INTRODUCCION,

La taurina (dcido 2- amino etano sulfénico) es un aminodcido a-
zufrado que,a pesar de que no forma parte de las proteinas,parece
ger un componente universal de los tejidos animales.Fué descrito
por primera vez en la bilis de toro(l) y ha sido identificado en
toda la escala filogenética desde invertebrados hasta vertebrados,
llegando a establecerse su amplia distribucidn en el reino animal
(2).

Se ha descrito la presencia de taurina en protozoarios y en los
grupos de metazoarios mds elementales, tales como poriferos,bra-
quibpodos y sipuncilidos.El grupo de los moluscos presenta les ni
veles m#s elevados de taurina.También se encuentra presente en di
versos tejidos de urocordados y en el grupo de los cordados, las
concentraciones mds elevadas en estos animales se encuentran en
el higado, rifién, bazo, miisculo y tejido nervioso(2).

AGn no se conocen totalmente los mecanismos de la sintesis de la
taurina a pesar de su amplia distribucidn en los tejidos animales.
Algunas especies tales como el hombre y el gato, son incapaces de
gintetizar la taurina y obtienen sus requerimientos por la dieta,
en tanto que otras especies presentan varias vias metabdlicas pa-
ra su formacidn.

A través de varias vias metabllicas diferentes, la taurina se
forma a partir de la cisteina , que es su precursor.La via prefe-
rente parece ser aquella que involucra la oxidacién de cisteina a

dcido cistefn sulfinico, el cual, a través de una descarboxilacidn,




da lugar a la formacidén de hipotaurina,que a su vez se convierte -
en taurina previa oxidacidn(3,4,5).

Las enzimas correspondientes y los intermediarios de esta via han
3ido encontrados en la mayor parte de los tejidos animales, inclu-
yendo el tejido nervioso(6).

La degradacidn metabdlica de la taurina es sumamente lenta en los
tejidos animales.Solamente se ha descrito su conversidn a dcido ise
tiduico, transformacidn que probablemente se debe a una transamina-
cién(7,8).Sin embargo,esto no debe considerarse como indicio de una
lenta utilizacidn de la taurina por los tejidos; el recambio de tau
rina es muy ripideo en tejidos como el rindn, el higado, el pancreas
y las gldndulas suprarrenales; es lento en miisculo, corazdn y cere-
bro; finalmente es intermedio en bazo, pulmdn, intestino y gdnadas
9).

Todavia no se ha determinado la funeidn de la taurina, a pesar de
su distribucidn en los tejidos animales.Sin embargo,el hecho de que
esté presente desde los grupos mds elementales en la escala zooldgi
ca, indica que participa en una o varias funciones caracteristicas
de miltiples sistemas,

En los tejidos animales, las concentraciones mds elevadas de tau-
rina se encuentran en tejldos excitables tales como el misculo, co-
razbn y sistema nervioso, en los que alcanza niveles de 10 a 40 mM.

La participacidn de la taurina en estos tejidos afin se desconoce,
a pesar de que se encuentra con notable constancia en los sistemas
nervioso y muscular de todas las especies hasta ahora estudiadas,

En el sistema nervioso se ha propuesto su posible accidn como neuro




transmisor inhibidor, ya que la aplicacidn iontoforética de tauri
na produce efectos depresores en la mayoria de las neuronas estu-
diadas(10,11,12,13). El efecto inhibitorio de la taurina esta aso
ciado a un incremento en La conductancia de la membrana, probable
mente a cloruros, que da lugar a una hiperpolarizacidn(ll).Sin em
bargo, la bicuculina y la estricnina, que son antagonistas de la
accidn inhibidora del GABA(fcido gamma amino butirico) y la glici
na respectivamente,también antagonizan el efecto hiperpolarizante
de la taurina.(l4).No ha sido posible encontrar un antagonista es
pecifico de la accidn de la taurina hasta la fecha.Por otra par-
te, su accidn depresora es d&bil y muy generalizada, por lo que
se ha planteado la hipdtesis de su accidn como neuromodulador en
relacién con el control de la excitabilidad neuronal.fsta accidn
generalizada serfa igualmente responsable de los efectos farmaco-
1l6gicos de la taurina, tanto en el sistema nervioso como en el te
jido muscular.lLa taurina presenta un efecto inotrépico positivo y
es capaz de contrarrestar las arritmias cardiacas producidas por
norepinefrina(15).En el sistema nervioso presenta un marcado efec
to anticonvulsivante, tanto en modelos experimentales como en pa-
trones convulsivos de origen gendtico(16,17,18,19).Asimismo, ha -
mostrado ser un eficaz antiepilé@ptico en lhwumanos, a condicidn de
que se asegure su llepada al cerebro(17,20,21).E1 mecanismo res-
ponsable de estas acciones de la taurina se desconoce.Se ha pro-
puesto gue podria ser a través de su efecto como posible neuro--
transmisor inhibidorjsin embargo existe la observacidn de que el

GABA y la glicina, que presentan una actividad depresora mucho -
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mds potente(l0,22), y que tienen las mismas restricciones para atra
vesar la barrera hematoencefidlica,tienen una accidn anticonvulsivan
te mucho menos eficaz que la taurina(l6,17).0tra posibilidad que se
ha considerado es que este aminodcido podria actuar como un estabi-
lizador de membranas en general, reduciendo de esta manera la exci-
tabilidad neuronal,Se puede considerar a la taurina como estabiliza
dor de membranas siempre y cuando contribuya al mantenimiento de -~
las funciones y la integridad estructural de las membranas(23).

Se ha observado que en los tejidos excitables la taurina modifica
el flujo de iones a través de membranas, particularmente el del cal
cio y el del potasio, de alguna manera ailn no conocida(24,25,26). -
El efecto de la taurina sobre la traslocacidn de cationes en una -~
amplia gama de sistemas estudiados es compatible con una accidn di-
recta sobre la permeabilidad de la membrana,sugiri@ndose asi su fun
¢idén como estabilizador(23).Esta accidn podria explicar sus milti-
ples efectos sobre la excitabilidad nerviosa(22), al igual que sus
efectos sobre tejidos contrdctiles en estados no funcionales(28,29),

'LA TAURINA EN LA RETINA.~

La concentracidn de taurina es mayor en la retina que en cualquier
otra parte del sistema nervioso central(30), siendo el aminodcido
libre mds abundante en la retina de todas las especies estudiadas
hasta ahora(31,32,33,34,35); su concentracidn estd comprendida en
el rango de 10-40 mMolas/Kg, constituyendo del 407 al 50% del to-
tal de la poza de aminodcidos libres en este tejido(32,34),

Los estudios realizados han revelado que la regidn de los foto~-




niveles de aminodcidos libres en el plasma y en la retina, concomi-
tantemente a la degeneracidn especifica de los fotorreceptores, ---—
mientras que los niveles de otros aminodcidos se mautienen dentro -
de los limites normales.La disminucidn en el contenido de taurina -
es un proceso progresivo y selectivo que precede a la muerte de las
células fotorreceptoras,

La adicifn de taurina a la dieta evita el proceso degenerativo, -
mientras que ninglin otro aminodcido tiene este efecto protector,

E1l mecanismo preeiso a travé@s del cual se producen las perturba--
ciones descritas en el gato ailin se desconocen; el establecimiento -
del proceso a través del cual se lleva a cabo este fendmeno seria -
muy 4til para determinar la funcidn de la taurina no Solo en la re-
tina, sino ademds en otros tejidos excitables.

Entre las dificultades que se han presentado para estudiar la ac-
cidn de la taurina en las funciones bioldgicas, se tiene que es --
muy diffcil disminuir los niveles de taurina en los tejidos.Los dis
tintos mecanismos de sintesis y los procesos de transporte tisular
se combinan muy eficazmente, haciendo practicamente imposible produ
cir experimentalmente una reduccidn, en la concentracidn de taurina
en las cé&lulas.

Tomando como antecedente directo las observaciones efectuadas en
log gatos con deficiencia de taurina en la dieta, se realizd un es-
tudio en nuestro laboratorio (44) sobre el efecto protector de la
taurina en segmentos externos de la retina expuestos a la luz,en

un sistema sencillo in vitro.Para dicho trabajo, se utilizd la ob-




gervacidn de Schultze(45), quien describid que los segmentos exter-—
nos de los fotorreceptores aislados de la retina de rana sufren una
desintegracidn al ser expuestos a la luz,similar a lo que se obser-
va en el gato in vivo.Los resultados del trabajo mencionado reprodu
jeron las observaciones de Schultze, y ademds mostraron que se re--
quiere de la presencia de bicarbonato de sodio y de cloruro de so--
dio en el medio de incubacidn, para observar el efecto perturbador
de la luz sobre la estructura de los SE.Cuando los SE se incubaron
en un medio Krebs-bicarbonato conteniendo taurina en una concentra-
cidn de 25 mM, no se observd la desorganizacidn membranal tipica --
producida por la iluminacidn; por el contrario, estos SE presenta--
ron una configuracidn similar a la observada en los SE mantenidos
en la obscuridad.La proteccién ejercida por la taurina contra la --
desorganizacion membranal de los §i¢ tuvo un valor cuantitativo del
80% al 90%.

No se conoce el mecanismo responsable del cfecto protector de la
taurina,Una posibilidad que podria ser considerada es que este ami
nodcido ejerciera su accifn protectora a través de un efecto sobre
el transporte de calcio. 1l efecto de la presencia o ausencia de --
calcio sobre la accidn de la luz en los SE no fué explorado a fon-
do en el trabajo que sirvid de antecedente a este,

Se ha propuesto que el calcio podrfa ser el mensajero del cambio
experimentado por la rodopsina al ser excitada por la luz, y el ci
erre del canal de sodio en la membrana plasmitica, que da origen -

a la hiperpolarizacidn del fotorreceptor, y transmite la seinal de




iluminacidn a las capas neuronales de la retina(46) .Esta hipdtesis
se basa en las observaciones de Hagins y Yoshikami(&?), en el sen-
tido de que un aumento en los niveles de calcio citoplasmitico, ~-
que normalmente son del orden de 10_8M, inducen el cambio en per--
meabilidad al sodio en la membrana del fotorreceptor, simulando la
accidn de la luz.Evidencia indirecta en favor de esta hipétesis re
sulta de la observacidn de que en el interior de los discos, y pro
bablemente en estrecha unién con las membranas de los mismos que
alojan a la rodopsina, los jones calcio se encuentran en concentra
ciones de lijM(&B).Recientemente se ha podido demostrar que la i~
luminacidn del fotorreceptor desencadena la salida del calcio al -
espacio extradiscal y aln fuera del segmento externo, proporcionan
do asi una prueba mis directa de que la hipbtesis del calcio como
nensajero de la fotoexcitaciébn puede ser verdadera(49).,

La acumulacidn de calcio en el interior del espacio extradiscal
se ha considerado como un posible mecanismo para regular la concen
tracidn de calcio citoplasmitico.Una falla en este mecanismo seria
semejante al estado de iluminacidn continua, y conduciria a la al-
teracifén estructural de los SE del fotorreceptor, similar a la que
se observa en las retinas iluminadas en forma prolongada y sosteni
da,

Otra posibilidad que debe considerarse, es que la alta concentra
cidén de calcio intradiscal esté relacionada con un efecto estabili

zador del calcio en la estructura membranal, similar al que se ha

descrito en otros sistemas (50),En cualquiera de estas circunstan-




cias, el efecto protector de la taurina podria relacionarse con --
sus acciones a nivel de transporte de calcio,

Estudios en nuestro laboratorio han mostrado que en los SE de la
rana aislados en un medio libre de calcio y en presencia de EGTA -~
(Acido etilen glicol-bis-N,N'-tetraacético), existe una rdpida acu
mulacidn de 65Ca dependiente de ATP(51).Este proceso requiere de -
magnesio, no se afecta por sodio externo y se suprime en la presen
cia de los iondforos del calcio A23187 y X537A.Por otro lado se ha
visto que la presencia de taurina estimula la captacidn de calcio
por sinaptosomas aislados de cerebro de rata a través de un meca--
nismo dependiente de ATP similar al observado en los SE(52).5i la
taurina ejerciera un efecto similar en los segmentos externos de
los fotorreceptores, podria contribuir, a través de esta accidn,-
a mantener el calcio secuestrado en el espacio intradiscal y par-
ticipar en los mecanismos de regula;ién del caleio citoplasmitico,
y de esta forma mantener estable la estructura de los discos.

En el presente trabajo se utiliz& el mismeo sistema experimental
descrito por Ademe(44), ponierido Enfasis en el papel del calcio
como elemento necesario para mantener la organizacidn membranal -
en el segmento externo.Con bhase en los antecedentes mencionados,
se plantea la hipdtesis de que la retencidn del calcio en los dis
cos, podria ser un factor necesario para el mantenimiento de la
integridad estructural del segmento externo, y que la taurina po-
dria proteger esta estructura mediante sus efectos sobre el trans

porte de calcio.
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Especificamente, se llevaron a cahbo los estudios que a continua--
cifn se mencionan;

1.-Efecto de medios de incubacidn sin calcio sobre la organiza---
cién estructural del SE, en condiciones de luz y obscuridad y en --
presencius de tauvrina.

2.-Efecto de iondforos del calcio, los cuales van a permitir la -
salida del i6n desde el interior de los discos, sobre la estructura
del SE en la obscuridad.

3.-Efecta de la taurina sobre la acumulacién de calcio por los SE
de los fotorreceptores.

Con el objeto de explorar otros posibles mecanismos protectores -
de la taurina, se examiné su accién sobre la perturbacidn membranal
producida por medios hipot&nicos, asi como por agentes que se sabe
que desestabilizan a las membranas, tales como la clorpromazina y -
los anestésicos dibucaina y lidocaina.

Por dtlimo, considerando la posibilidad de que el mecanismo que -
mantiene la estructura del fotorreceptor fuera debido a la accidn -

+ .+ ;
de una ATPasa de Na /K que se encuentra en el segmento lnterno,tam

bién se llevaron a cabo algunos experimentos iluminando la retina

completa antes de aislar los SE.En este mismo sentido, se observd
el efecto de la ouabafna, que es un inhibidor de la ATPasa, sobre -

la estructura de los SE en las retinas completas,
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Figura l.-Concentraciones de taurina en la retina de pollo(36).

>

FOTORRECEPTORES
CELULAS HORIZONTALES
CELULAS BIPOLARES l
CELULAS INTERPLEXIFORMES
CELULAS AMACRINAS
| —

CELULAS GANGLIONARES
NERVIO- OPTICO —

Regidn JMolas/gr.

SE del fotorreceptor 8.0

S1 del fotorreceptor 24,5

Capa Nuclear Externa 29.2

Células Horizontales 20.0

C&lulas Bipolares 14.5

C&lulas Amdcrinas 5.0

C&lulas Ganglionares 4.8
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MATERIALES Y METODO,-

En este trabajo se utilizaron segmentos externos de los fotorre-

ceptores de ranas adultas (Rana berlandieri trilobata).

Se adaptaron a la obscuridad durante un intervalo de 1 a 2 horas.
Las retinas se extrajeron bajo luz roja tenue en 10 ml. de medio -
isoténico Krebs-bicarbonato que contenfa las siguientes concentra-
ciones(mM): NaCl,118;KC1, 4.7;Ca612, 2.5;Mg50

1.17:KH POA, 1.2;

4? 2
NaHCOB, 253glucosa, 5.6, con un pH final de 7.4; para desprender -
los segmentos externos de los fotorreceptores, las retinas se agi-
taron durante un minuto a velocidad media en el vdrtex(fig.2 y 3).

Los segmentos externos se colectaron mediante centrifupacién a
baja velocidad (900xg), durante 10 minutos a QOC; y luego se re--
suspendieron en el medio isotdnico Krebs-bicarbonato.
Una parte de la fraccidn de SE se expuso a 100W de luz blance a
una distancia de 15 cm., durante dos horas, y otra parte se mantu
vo en la obscuridad como control.

En alguros experimentos las retinas completas se iluminaron an-
tes de aislar los SE.

Los SE se sometieron al efecto de diversas sustancias y de dife
rentes medios de incubacidn como se indica mds adelante.

Los detalles experimentales se mencionardn en cada uno de los
casos correspondientes,

Los SE se cuantificaron utilizando microscopia Sptica para con-

tar el nimero de SE que presentaban desorganizacidn en las membra

nas contra los que no la presentaban.Para tal efecto, se observa-
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ron varios campos de la preparacidn hasta llegar a contar un total
de 200 SE.

La captacidn de 53¢a se 1levd a cabo en un medio isotdnico Krebs
bicarbonato sin CaClz, mdas 0.2 jCi de asCaClz, y ATP 1lmM, para un
volumen final de 1 ml.El medio de incubacidn tambié@n contiene EGTA
1 mM con el fin de controlar la concentracidn total de calcio 1li--
bre.E1l pH del medio de incubacién se ajustd gaseando con una mez--
cla de C025%/029SZ 8 con 0,100%.La reaccidn se echd a andar agre--
gando una suspensidén de SE que contenia 50-70 ug de proteina.Dess="
pués de 10 minutos de incubacidn a 25°C,se detuvo la reaccidn me--
diante la centrifugaci6én por duplicado de alfcuotas de 0.3 ml.de -
la mezcla de incubacifn en una centrffuga Microfuga Beckman Modelo
152 durante 30 seg.; las pastillas se lavaron superficialmente con
agua destilada y se solubilizaron con 0.2 ml. de NCS(Tissue Solu-
bilizer, Amersham).la radioactividad.acumulada en el tejido solubi
lizado se midid después de la adicibn de 10 ml. de tritosol, prepa
rado con PPO 3 gr.,tritén X-100 27 ml.,etilenglicol 37 ml.,etanol
106 ml. y xilol 600 ml,,para un volumen final de 1 lt,,en un conta
dor de centelleo Packard para muestras liquidas Modelo 2425.

La determinacidn. de proteinas se llevd a cabo por el método de -
Lowry y colaboradores(53), utilizando una curva patrén de alblmina

desarrollada paralelamente a los datos experimentales,
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Figura 2.-Preparacidn de segmentos externos de los fotorrecepto-
res aislados de retina de rana después de dos horas de incubacidn

en la obscuridad(Contraste de Fases 220X).




RESULTADOS , -

Efecto de la iluminacién de la vetina completa sobre la estructu-

ra de los SE.

Los segmentos externos de los fotorreceptores, aislados de la re-
tina de rana después de haber incubado la retina a 4°C en un medio
Krebs-bicarbonato normal, bajo un estimula luminoso durante dos ho-
ras, sufren unn desorganizacidn en su estructura membranal, la cual
ge distingue claramente al observarlos bajo microscopio éptico.Esta
desorganizacidn es muy semejante a la observada en SE aislados de -
la retina antes de incubar bajo las miswas condiciones(44).Los SE -
afectados por la luz presentau una disposicidn conspicua de los dig
cos y un desarreglo general de la estructura membranosa original --
(fig.3).Esto no es aparente en los $E de aquellas retinas que se --
han mantenido en lo obscuridad las mismas dos horas, ya que éstos -
tienen un aspecto de "bastones", con la membrana externa bien defi-
nida y sin que se observen las membranas de los discos(fig.4).

El efecto perturbador de la luz fu€ cualitativamente idéntico =---
cuando se iluminaron las retinas completas y luego se procedid a la
extraccidn de los SE, que cuando primero se aislaron éstos y se ilu
minaron de esta forma.Cuantitativamente se observd una marcada dife
rencia entre estos dos fendmenos,ya que en el primer caso, es decir,
cuando se iluminaron las retinas completas, el porcentaje de SE con
desorganizacidn membranal fué del 41%(fig.5B), mientras que en los
SE aislados previamente a la iluminacién, este porcentaje aumentd -

a 55%(fig.5A).
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Para visualizar was claramente el proceso de desorganizacidn mem-

branal inducido por luz, se midid el ancho de los SE iluminados y -
los no iluminados en funcidn del tiempo, a lo largo de dos horas de
incubacidn en frio en un medio Krebs-bicarbonato normal.El ancho de
los SE mantenidos en la obsgcuridad aumentd de 13.2 a 19.8 yp durante
dos horas de incubacidn mientras que en los SE iluminados, este mis
mo aumento fud de 13.6 a 19.8 p(fig.6).

Para excluir la posibilidad de que este fendmeno de desorganiza--
cidn membranal fuera debido a un efecto del pH, se tomd el pH antes,
durante y después del experimento con papel tornasol.Se vid que el -
pll se modificd en un rango de 0.5 unidades durante el transcurso del

experimento de una maners semejante tanto en los SE incubados bajo -

la luz, como en aquellos que se incubaron en la obscuridad.

Efecto de la ouabaina sobre la estructura de los SE de retinas ex-

puestas a la luz,

Considerando la posibilidad de gque los mecanismos que mantienen
la estructura del fotorreceptor no -se. encuentran en el segmento ex-—-
terno,se incubaron las retinas completas bajo la luz en presencia --

. . v a P
de ouabaina 2 mM, la cual inhibe la atcidn de la ATPasa de Na /K --
que se encuentra en el segmento interno del fotorreceptor.Los resul-
tados indican que los SE de las retinas incubadas en presencia de --
ouabaina no muestran una mayor desorganizacidn que los SE de aque-~-

llas retinas que se incubaron en medio normal(Tabla 3).




751

50 - [\

(10)
25+

S,E. CON DESORGANIZACION MEMBRANAL (%)

Figura 5.-

-19-

T Luz
OBSCURIDAD
-+ TAURINA 25 mM

(10)

(9)

(3)

(9)

(4)

A)Efecto de la taurina sobre la desorganizacién membranal de SE,

incubados en un medio Krebs-bicarbonato después de dos horas de ex

posicidn a 100W de luz.Los resultados son promedios + S,E.M. del -

nimero de experimentos indicados en el paréntesis,

B)Efecto de la taurina sobre la desorganizacién membranal de SE

de retinas de rana expuestas a 100W de luz durante dos horas.Los

resultados son promedios + S.E.M. del nlmero de experimentos indi

cados en el paréntesis.
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Figura 6.~Grdfica del ancho de los SE en funcidn del tiempo de
incubacidn en un medio Krebs-bicarbonato en la obscuridad(e—se) vy

en la luz(o-0).
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Irreversibilidad del efecto de la luz sobre la estructura de los

SE.

Con el objeto de verificar si la desorganizaci6n membranal induci
da por luz en los SE es reversible, se incub®d una muestra de SE en
condiciones normales bajo un esgtimulo luminoso durante 90 minutos;-
inmediatamente despu@s se volvieron a incubar otros 90 minutos pero
en la obscuridad.Los resultados muestran que el efecto de la luz no
es reversible,va que aunque las muestras se coloquen en la obscuri-

dad despu@s de haber sido iluminadas,ya no recuperan su estructura

original.

Efecto de la taurina sobre la estructura de los SE expuestos a la

luz,

Al incubar las retinas dos horas bajo la luz en un medio Krebs-bi
carbonato,que contenia taurina en una concentracidn de 25mM, no se
observd la desorganizacidn membranal tipica en los SE, por el con--
trario, estos SE presentaron una configuracién similar a la observa
da en los SE mantenidos en la obscuridad(fig.5).El efecto protector

de la taurina, a esta concentracidn, fué practicamente del 100%,

Efecto del calcio sobre la estructura de los SE expuestos a la

luz,

Con el propdsito de explorar la dependencia al calcio para la apa
ricidn de la desorganizacidn membranal en los SE iluminados, &stos
se incubaron en un medio libre de calcio.Los resultados encontrados

muestran que la ausencia de este catidn divalente en el medio de in
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Figura 7.-Efecto de la iluminacidn sobre la desorganizacidn mem-—
branal de SE incubados en medio Krebs-bicarbonato libre de calcio
(CaClz), y en presencia de EGTA lmM, después de dos horas de expo-
gicidn a la luz.Los resultados son -promedios + S.E.M. del nimero -

de experimentos indicados en el paréntesis.
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Figura 8.-Efecto de la taurina 25mM y del ATP lmM sobre la desor-
ganizacidn membranal de SE, incubados en medio Krebs-bicarbonato en
ausencia de calcio y en presencia de EGTA 1lmM,después de dos horas
de exposicidn a la luz.Los resultados son promedios + S,E.M, del --

nimero de experimentos indicados en el paréntesis,
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cubacifn no modifica sustancialmente el porcentaje de SE desorgani-
zados con respecto a aquellos SE que se incubaron en un medio nor--
mal con calcio(Tabla 3).Sin embargo, en los SE incubados en un me--
dio sin calcio y en presencia de EGTA 1 mM, se observd un aumento -
en la desorganizacidn del 15% y 40%, en la luz y la obscuridad res-
pectivamente, con respecto a aquellos SE que se incubaron en un me-
dio normal(fig.7).El EGTA, que es un quelante del calcio, evita que
el calcio residual presente en el agua del medio de incubacidn, con

tribuya a mantener la estructura membranal del fotorreceptor.

Efecto de un iondforo del calcio sobre la estructura de los SE.

Con el objeto de reforzar la idea de que el idn calcio estd invo-
lucrado en el mantenimiento de la estructura membranal del SE, és--
tos se incubaron en la obscuridad en presencia del iondforo A23187
(5 ug/100 ul).Este tipo de compuestos forman complejos liposolubles
con cationes especificos, los'cuales-son llevados a traves de la --
membrana plasmiatica.De esta manera, en presencia del iondforo, el -
calcio se desplaza en favor de su gradiente de concentracidén hasta
alcanzar el equilibrio.La figura 9 muestra que a medida que transcu
rre el tiempo de incubacidn,hay un mayor rompimiento (11%-25%) en -
los SE que fueron incubados con el iondforo, con reépecto a aque~-—-
llos SE que fueron incubados en un medio control(etanol).

En estos experimentos,debe tenerse especial cuidado en controlar
el efecto del etanol, que es el solvente del iondforo, ya que aquél
tiene un efecto per se sobre las membranas de los SE, con una desor

ganizacifn membranal del 40%-60%(fig.9).
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Figura 9.-Efecto del iondforo del calcio A23187(5 pg/100 ul)so-

bre la desorganizacidén membranal de SE mantenidos en la obscuri--

dad,Cada punto de la grifica es el promedio + S.E.M. de 4 experi-
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Efecto protector de la taurina contra la desorganizacidn membranal

inducida por EGTA y ausencia de calcio en el medio.

La presencia de taurina 25mM en el medio de incubacidn sin calcio
y con EGTA 1lmM redujo la cantidad de SE desorganizados en un 1007 en
relacidn conaquellos SE cuyo medio de incubacidn no contenia taurina
(fig.8).La presencia de ATP 1lmM ademds de la taurina en el medio de
incubacidn, no modificd significativamente la proteccién ejercida --

por ésta.

4
Efecto de la taurina sobre la captacidn de 'SCa por los SE.

La adicidn de taurina 5-25mM al medio de incubacidn, produjo un in
cremento marcado en la acumulacién de QSCa (Tabla 1).La taurina 10 y
25mM aumentd la captacidn de 45Ca en un 71% y 110% respectivamente.

Con el objeto de explorar la especificidad del efecto de la tauri-
na, se explord la capacidad de otros aminodcidos para promover la a-
cumulacidn de ASCa .A una concentracifn de 1OmM, la glicina, el GABA,
la histidina y la prolina no afectaron la acumulacidn de calcio; el
andlogo azufrado de la taurina, el guanidino etil sulfonato, no au--
mentd la captacién de ASCa, mientras que la beta-alanina, el andlogo
carboxilico, produjo un aumento del 30X aproximadamente.lLos aminodci
dos dcidos, como el dcido glutdmico y el dcido cistein sulfinico, --
también tuvieron un efecto estimulador(Tabla 1).

El efecto de la taurina sobre la captacién en SE iluminados tam---
bién fué estudiado.El efecto estimu dor de la taurina fu@ mayor en

SE incubados en la obscuridad, ya que se didé un aumento del 130% en
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Tabla l.-Efecto de la taurina y otros aminodcidos sobre la capta-
. 4 .
cion de 'SCa dependiente de ATP por los segmentos exter-

nos de la retina.

Aminodcidos Captacidn de 45Ca

(nmolas/mg de proteina)

Control 3.9 + 0,16 (19)
Glicina 3.7 40,35 (&)
Beta-alanina 4.8 + 0,67 (6)
Histidina 3.6 + 0.41 (4)
Prolina 3.8 + 0,42 (&)
Acido Glutamico 6.3 + 0.54 (&)
Acido cistein sulfdnica 6.0 + 0,62 (4)
Guanidino etil sulfonato 3.7 + 0,29 (4)
Taurina (25mM) 8.2 + 0.52 (4)

(10mM) 6.7 + 0,66 (4)

(5 mM) 5.7 + 0,54 (4)

Los resultades son promedios + S.E.M., del niimero de experimentos

indicados en el paréntesis.




~28-

Tabla 2.-Efecto de la iluminacibn sobre la captacidn de ASCa de--

pendiente de ATP,por los segmentos externos de la retina de rana.

. {
Captacibn de 'SCa

{nmolas/ug de proteina)

Control Taurina(25 mM)
Obscuridad 3.52 +0.27 (6) 7.61 + 0.41 (6)
Luz 1.55 + 0,12 (8) 2.65 + 0,24 (8)

Los resultades son promedios + S.E.M. del niimero de experimentos

indicados en el paréntesis.
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s . 45 . . . .
la captacidn de Ca, mientras que en los SE iluminados, la taurina

produjo un aumento de menos del 90%(Tabla 2).

Efecto de un medio hipotdnico sobre la organizacidn membranal de

los SE.

Con el objeto de explorar otros posihles mecanismos protectores
de la taurina, se examind su accifn sobre la perturbacidn membranal
inducida al incubar los SE en un medio sin NaCl en la obscuridad.Es
te medio hipotdnico provoca una desorganizacidén membranal tipica, «
cualitativamente diferente a la desorganizacibn inducida por luz --
(Pig.10).Bajo estas condiciones, los SE se hincharon y se enrosca-
ron,adquiriendo una forma circular u ovoide,

Los resultados obtenidos muestran que la taurina no proteage sus-—-
tancialmente a los SE de la desorganizacién membranal inducida por

un choque hipotdnico(Tabla 3),

Efecto de la clorpromazina, dibucafina y lidocafna sobre ls estruc

tura membranal de los SE,

En este trabajo también se prob6 el efecto de algunos agentes per
turbadores de membranas sobre los SE, con el objeto de explorar o-—
tros posibles mecanismos de accidn de la taurina.Cuando agregamos —
cada uno de estos tres compuestos al medio de incubacidn en una con
centracidn de 1 mM,se observd un claro efecto sobre la organizacién
de la estructura de las membranas del fotorreceptor.La desorganiza-
cidn membranal inducida por estos agentes es cualitativamente dife-

rente a la desorganizacion inducida por la luz o por un choque hipo
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Figura 10.~Segmentos externos de fotorreceptorves aislados de 1eti-
- . - .
na de rana, después de dos horas de incubacidn en la obscuridad en -

un medio Krebs-bicarbonate, en ausencia de sodiq(NaCl) (220X).
» R




-3~

Tabla 3.-Efecto de diferentes medios de incubacidn sobre la desor

ganizacidn membranal de SE expuestos a la luz.

Medio de Incubacidn SE con desorganizacidén membranal (7).
obScu;id;d luz
kr;gé;bicérbonétow}ﬁﬁrmal). 26.8 i‘é.g (8) 52.8 + 4.4 (8)
Krebs sin calcio (CaCl,). 39.0 + 5.5 (5) 54.2 + 2.7 (6)
Krebs con ouabaina 2mM.* 56.0 + 8.3 (4)
Krebs sin sodio (NaCl). 71.3 + 6.3 (&)
Krebs sin sodio mds taurina 25mM. 72.3 + 8.6 (4)

*Esta serie de experimentos se llevaron a cabo incubando la reti-
na completa en presencia de ouabaina antes de aislar los SE.
Los resultados son promedios + S.E.M, del nimero de experimentos

indicados en el paréntesis,
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tonico.Estos tres compuestos modifican de tal manera la estructura
de la membrana,que,vistos al microscopio, los SE parecian estar va
ciando su contenido celular a través de la membrana en forma de pe
quefios agregados,Este proceso se prolonga hasta que el fotorrecep-
tor queda completamente vacio,

La presencia de taurina 25 mM no protegid contra la deorganiza--

cibén membranal en ninguno de los tres casos.
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DISCUSTON,~

El efecto desestabilizador de la iluminacién sobre las membranas
del fotorreceptor, es menos evidente cuando se ilumina la retina
completa antes de aislar los SE.Este resultado puede significar --
que los SE en la retina son menos permeables a los iones que tal -
vez favorezcan a la desintegracidn de la membrana, como son el so-
dio y el cloro.Otra posibilidad serfa que los mecanismos que man--
tienen la estructura del fotorreceptor no se encuentran en el seg-
mento externo, sino en alguna otra regidn dél fotorreceptor.Este -
mecanismo podria deberse a la actividad de una AlPasa de Na+/K+ -
que se encuentra en el segmento interno del fotorreceptor.Sin em-—-~
bargo, los resultados obtenidos muestran que, cuando se incuban --
las retinas en presencia de ouabafna, que es un inhibidor de la ac
tividad de la ATPasa, no existe un mayor rompimiento de los SE, lo
cual indica que no es la actividad de la ATPasa la que mantiene la
estructura del fotorreceptor.

La desorganizacidn de las membranas en el SE induecido por la luz
no es reversible despu@s de los 90 minutos de incubacidén.Tal vez a
menores tiempos de incubacidén pudiera observarse alguna veversidn
en el efecto, pero en este trabajo no se explord esa posibilidad.

En relacidn con los componentes ifnicos del medio que pudieran -
influir sobre la organizacidn de las membranas de los segmentos --
externos, los resultados muestran claramente que el calcio estd in
volucrado en el mantenimiento de la estructura membranal del foto-

rreceptor,Cuando dnicamente se excluye el Ca012 del medio de incu-
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bacidn, las membranas del SE

s

no muestran una desorganizacidn apa--

rente,Este resultado puede deberse a que siempre existe un poco de

calcio residual en el agua qupe se utiliza para preparar el medio -
de incubacidn, y este catifn tambi€n se encuentra unido en peque--
flas cantidades al tejido de la preparacidn.Este calcio residual -~
puede ser suficiente para mantener la estructura membranal del SE,
Sin embargo, cuando eliminamos este calcio reaidual por medio de -
EGTA, que es un quelante del calcio, el calcio libre en el medio -
de incubacidn es practicamante nulo.De esta manera, se observa una
mayor desorganizacidn membranal en los fotorreceptores, muy seme--
jante a la desorganizacidn inducida por la iluminacién continua de
estos receptores,

También se observd el desarreglo caracteristico de las membranas
del receptor cuando se agregd un iondforo del calcio al medio de -
incubacidn.El problema en este caso, fué que los solventes del io-
néforo (etanol,dimetil sulfdxido) tienen efectos per se sobre las
membranas plasmdticas,Por esta razdi, el efecto del iondforo se ve
amplificado en cierta medida.S$in embargo, una vez que se discrimi-
nan los efectos del solvente, el efedto del iondforo alin es signi-
ficativo,

Con respecto al efecto de la taurina, se ve que protege a los SE
contra la desorganizacidn membranal inducida por ausencia de cal--
cio en el medio, en un 100%.El mecanismo preciso a través del cual

la taurina lleva a cabo esta proteccidn ailn se desconoce.




Los resultados de este trabajo muestran que la taurina estimula
la captacién de ASCa por SE aislados de rana.La captacidn de ASCa
estimulada por la taurina se vid aumentada en aquellos segmentos
externos que se mantuvieron en la obscuridad, en relacién con --
los SE que se iluminaron.Este (ltimo dato nos sugiere que efecti-
vamente la taurina podria contribuir a mantener secuestrado al --
calcio dentro de los discos de los SE y esta accidn a su vez pro-
tegerfa la estructura en el sistema in vitro.

In vivo, como ya se menciond, un incremento en los niveles de -
calcio citoplasmitico (extradiscal), tendria como resultado la mo
dificacidn de la conductancia al sodio en la membrana externa del
fotorreceptor y su consiguiente hiperpolarizacion.Un estado conti
nuo de hiperpolarizacidn seria equivalente a la iluminacidn perma
nente y podria conducir a la alteracidn de la estructura del SE.
De esta manera, a través de sus efectos sobre un sistema activo -
de captacidn de calcio, la taurina podria contribuir a mantener -
el estado de reposo del fotorreceptor e indirectamente a preser—-
var su estructura,

Otro mecanismo mediado a través del calcio por medio del cual -
la taurina podria contribuir a wantener ls estructura del fotorre
ceptor, es azctuando directamente como un estabilizador de membra-
nas.Esta hipdtesis ya se ha mencionado en relacidn con leos efec—-
tos anticonvulsivantes de la taurina, los cuales podrian explicar
se a través de un incremento en el umbral de lLa excitabilidad de

la membrana, tal vez mediado por una interaccidn de la taurina--
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con el calecio y los grupos polares de la membrana,

En el misculo se han descrito igualmente efectos farmacoldgicos
de la taurina, relacionados con acciones a través de las corrien--
tes de calcio.En el corazdn de cobayo perfundido con un medio sin
calcio, se observa la aparicidn de un efecto inotrdpico negativo,.-
Cuando en esta preparacifn se lleva a cabo una perfusidn con tauri
na, previamente a aquella con un medio sin calcio, se observa que
el efecto inetrdpico negativo desaparece,Al mismo tiempo, en la --
preparacidn perfundida con taurina, se aprecia un incremento en el
contenido de calcio total, asi como un cambio en la cinética de --
las pozas de calcio del tejido(54).Estas observaciones sugieren --
que el tratamiento con taurina aumentarfa las concentraciones de -
calcio disponibles para la contraccién, y en esta forma podria con
trarrestarse el efecto adverso de la perfusidn con los medios sin
calcio.La taurina en el corazbén también tiene un efecto protector
de la arritmia inducida por'noradrenalina, o alto potasio, en for-
ma similar al de las drogas digitfilicas.Esta accidn también podria
explicarse a través de un incremento causado por la taurina,sobre
la poza de calcio disponible para el acoplamiento excitacién-con--
traccidn en el misculo(53).Fn el mismo sentido, se ha descrito que
la taurina evita la p@rdida de calcio durante el proceso de aigla-
miento del retfculo sarcopldsumico, obteniéndose en estas condicio-
nes una preparacidn mis estable tanto morfolégicamente como fisio-
logicamente(56).

Finalmente,on tejido muscular de invertebrados, se ha demostrado

que los aminodcidos, vy en especial la taurina, juegan un papel -~
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critico en la regulacidn del volumen tisular, especialmente en a-
quellos organismos que son capaces de sobrevivir en medios en los
cuales la concentracifn de sodio varia dentro de rangos muy am---
plios(57,58). Es posible que la taurina desempefie un papel simi--
lar en el segmento externo, y particularmente en los discos del -
segmento externo, en los cuales la relacidn superficie volumen es
muy grande.Si se considera que la concentracidn de calcio es de 5
mM en el espacio intradiscal, y que gran parte de esta concentra-
cidn estd asociada a los fosfolipidos de la membrana en la obscu-
ridad y que se libera durante la iluminacién, es posible que en -
un volumen tan pequenoc como el de los discos, los cambios de hi--
dratacion que sufre el idn al pasar de la forma libre a asociada

y viceversa, produzcan grandes modificaciones en el volumen, que

deben ser reguladas.La taurina podria tener entonces, en estas es
tructuras , la misma funcién que en los invertebrados, actuando -
como un efector osmdtico.Estas distintas posibilidades pueden ser

probadas en trabajos futuros.
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