UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONONA
| IE MEXICO

Centro de Investifaciones en Fisiologia Celular

EFECTO ESTABILIZAROR DE LA TAURINA

EN LOS FOTORRECEPTORES

TESIS
~aue rara obtener el drado’ de
Maestro en Ciencias Quimicas (Bioauimica)

Fresenta

CARLOS CRUZ ‘FUENTES

México D.F.r Mawo de 1985



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El »resente trabado se reslizd en el Centro
de Investidaciones en Fisiolodia Celular de la UNAM
bado ls direcciin de 1z Dra, Herminia Pasentes-Morasles
3 quién adradezco rrofundamente ror su confianzs 4
decidido aroso aue siemere me brindds as{ como ror el
interés mostradp durante mi formacifn rrofesional.



INGENTERO ALFONSO MIRELES HERNANDEZ

Jede c;e. ﬁa dnddad de Regdstno d: Indoamaaddn

Consego de Estudios de Posgaa IR
Ciudad Universitarnda. vyl 736
Predende.

Me 94 muy grato {nformar a wsled que ef alumno CARLOS 8. CRUZ

FUENTES presentaad proximamente du examen para obfener el grado

j&ﬁu&&&n&m&uQﬂMm&w&w&mMaMauaﬁumm
0.

Presidente, PR. RICARDO TAPIA IBARGUENGOTTIA
lex, voenrt., DRA, VICTORIA CHAGOYA DE SANCHEZ
Searetanio, PR, J. ADOLFO BARCIA-SATNI
Suplente. DRA, PATRICIA JOSEPH-BRAVO
SupLente. PRA. GRACIELA HEZA RUIZ
May atentamente,
"POR MT RAZA MABLARA EL ESPIRITUY

EL PIRECTOR

C.c.p. Coondinadox def Anea, . Vioton bnael Loyola V,
Jede de fa Coondimacidn Escolan, Ing. Rebeca Sandoval
Integrantas def Juasdo,

Eﬂﬂ@&“ﬂimw



INDICE

Resdmen

I. Introduccidn

BEHEPBlidBdES 0tfre+{ootooeoti)o0ooooooooooooo} Vl
La Taurina en la retiﬁa ovyw#égomo‘o;ottoi’qfoo 9
Efectos de la Taurina en la retind vevvevrvvese 11

II, Publicaciones
Efecto rrotector de la Taurina v el zinc sobre el dafio
reroxidative inducido en’los sedmentos externos de los
fotorrecertores.
Le Taurina ¥ la -Hirotaurine inhiben .ls reroxidacion 1i-

ridica inducids For la luz ¥ rroteden la estructurs de
los sesmentos externos de los bastones.

11T, Qiscu&ién «i0§rif;0ffoiqﬁyotmoqr¢e(iooe:+toooooo.32

IV, Bibliogralia seeisvvoveeservotssistsrvesrrssssrs 42



Resdmen

La taurins constituve el aminodcide libre rresente- en  mauor
concentracidn en la retina de diversas esrecies, incluzendo sl hombre ¢ se
le localiza ereferentemente 5 nivel de la cara de los fotorrecertores.
Asimismo la  taurinz ederce una serie de efectos fisiolddicos ¢
farmacolégicos muy diversos. en este tedido neural. Estos hechos en
condunto erovan la ides de aue el aminodcido ederce un parel fisiolégico

‘imrortante en la retinzs el cusl sin embardo adn se desconoce.

_La retine de los vertebrados es uno de los tedidos oaue redulsn de
maners més eficiente sus -concentraciones internas del aminodcido. Sin
embargdo se ha descrito aue si ror medic de lafmanipﬁiacién exﬁerimenta1 @
rroduce la derlecidn de los niveles endddenos de taurina en la reting de
diversas esrecies como el sato o la ratzi esta se ve acompafiada wror la
disminucién rrodresive de laz caracidad visusly 18 cual se oridins como
consecuencia directes de -la destruccién de los diferentes  comronentes
celulares de 1a retinas rerticularmente de los fotorrecertoress lo cual
sugiere fubrtemenﬁe aqg;él aminodcido rarticira en el mantenimiento de la

estructurs ¥ funcién de las células visuales.

En el Presente_esfudio se analizé el efecto eue edercis 13 taurina en
eli mantenimiento sdeuhia estuctura celulars wutilizando rara ello una
rreraracitn de sedgmentos externbsAaiéladqs de los fotorreceptorgs de la
rana mentenidos bado diversas condiciones exferimentales cue rromueven la

degeperacion celular tante in vivos como in vitro ¥ cuyo mecenismo de



accidn -rerece ‘estar relacionado con la reroxidacién de los liridos de las

membranas,

Se discuten 2lgunos rosibles mecanismos aue rodrian estar involucrados
en el efecto estabilizador aue muestrs ls taurins sobre la estructura
funcién de los fotorrecertores (regulaci6én de 'ls rermeabilidad idnicas

interacciédn directaz con rroteinas de membranss accidn antioxidativg)



Abstract

Taurine is the most abundant amino acid in the retina of several
sreciesy inelUd;né mans being preferentialle concentrated in the
rhotorecertor  laver. In  this tissue taurine rroduces seversl
rharmacological. and rhusiolodical effectss and this suddest that the amino

acid exerts 8 very imrortant role in the retins swhich is still unknown.

The vertebrate -retina has srecific mechanism who exerts 2 very
efficient control of the amino acid internal levels., However it has been
described that exrerimental derletion of taurine in cat and rat -retins is
accomrained by 3 progresive decresse of the visusl cahagitsv originated ss
g direct conéecﬁenqg of the disturbance of cellular comronents of the

reting. All this evidence suddest 2 critical role elaved by taurine in

rreserving rhotorecertor structure and retinal function.

In this work we described 3 rrotective effect of taurine in the
maintenance of cellular structures usind an isolated frog rod outer sedment
preraration exrosed to some exrerimnental conditionS'that.are known to cause
retinal indurd in vivo as in vitro énd whose action mechanism is related

with reroxidation of membrane lirids.

Some rossible mechanism are discused that could be involved in the

Protective effect of taurine (control of ionic fluxess direct imteraction



with membrane proteinss antioxidative asctions etc..)



Introduccibn

La taurinay el &cido 2-aminc etfano ﬁulfdniqos es  un- aminodcido
szufrado rresente en ‘1a msvoriz de los tedidos de todas las esrecies

animales hests shora estudiadas (Jacdbseﬂ gvsmith 1968} .

La taurina‘recibe.ege sinsg;ar'nombrg'FOr-elvheého de que fue descrits
v sislada ror vez Priﬁéié er 1827 en ls bilis del toro (Tiedeman s Gmelin
1827)s en donde se emncuentra conJusads con. los ,éci#osr'biliares. lesde
entonces u hasta la fecha ha sido rerortada su rresencis en los tedidos de
diversos #hslav‘tantoidé invertebrados como de vertebrados: hastz" lledar
shora 2 establecerse como uho de los amincdcidos més interesantes u
ubicuitos. El sminodcido se encuenirs esencialmente ausente en las
rlantass aun cuando se;h%-reynrtado la Preseﬁcia de recuefias cantidades del

comruesto en alsunas formas de rlantas inferiores.

Qo se ha rerortado aue la taurina forme rarte de la 'eétructura
. : :

primaria de lasAProtginasy"ni de ninguna otrs macromoléculas 20n cuando se
na detectadotla exisiencia dé di o trirértidoss como lz dgame slutemil
tsurinas en homogensdos de cerébro de ciertss esrecies comg ls rata o el
ratén (0Ja ¥ Kontro 1983). Asimismor ‘la taurinz no sirece  estar
involucrada en'rgs¢qi6nes metabblicasy & excercitn de su conjusapién en &l
nidgado con el &cido cﬁlicn rara former el acido taurocdlico.

For mucho tiemro se consideré a la taurina como un comruesto inertes

rroducto terminal del metabblismo de los amino#cidos azufradoss rero afiora
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gs cada vez mas evidenie eue edefce un parel redulatorio ¢ funcionsl en la

mavoris de los sistemas u drdanos en donde se le ha descrito.

El aminoécido se encuentra particularmente concentrado en los tedidas
excitabless tsles como el corazéns el mdsculo tanto liso como esaueléticos
el sistema nervioso ¥ las dléndulas de secrecidén internz en los cuales

aleanza niveles que fluctuan entre 10-40 mM (Jzcobsen u Smith),

La concentracion de taurina en un tedido o fluido especifico wvaris
amrliamentes sin embardo derendiends de 1s esrecie ¥ de su estadio de
desarrollo ruede élcanzar concentraciones aue sureran ror muchod 13 de otros

aminodcidos libres.

A resar de su amrlia &&stribucién v de sus altas concentracioness no
se le ha adscrito un .rarel fisiolddico rara 12 taurins en los tedidos
animales. B5in embardoy se ha observado aue el aminoacido ederce una serie
de efectos farﬁacoléﬁiqqs g fisiolédicoss los cusles incluwen 1s
interaccidn con fludosAiéniEos (Grqener‘g Bruant 1973+ Pasantes{ﬁorales Y
cols. 1982)s 1la disminucién de la excitabilidad nerviosai 'accidnes
anticonvulsivantes ¥ antiarritmicas (Weltw u Read 1%964s; Van Gelder 1973
Izumi 9 cols. 1973?1 Trushy u Nevis 1974)s efectos termoreguladores
{Sgaradli 4 Favan 19729 Hruska'3 cols, 1973)y ssi coms acciones referentes
8 la redulacién rpor la insulinaz del metabolismo de la glucosa (Tokunaga w
cols. 1983y Rulakowski ¥ Maturo 1984). En los invertebrados marinos la
taurina ~Payece estar "Telacionada con los rrocesos de osmoresulaciéns aue

rermiten a las especies eurihizlinss sorortar los cambios em la sslinidad
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del medicr sctuando en condunto con otros aminoécidos como efector. osmétice
(Vislie 1983). Por otra rarte 3esde el punto de vists nutricionzls~ se ha
enfatizado un rarel imrortante rars la ‘taurina en 1q5'siétemas'bi016§iensf
ror el hecho de gue se le ha identificado como un ﬂufriente esencial rara
2l menos ung esrecie -el dato- v ararentemente ruede ser un faclor
limitante durante el crecimiento u desa;rollo de otras esrecies. inclusendo

2l hombre (Gegdel v cols, 1982y Sturman ¢ cols., 1983).

Lz biosintesis de faurina en 13 mauoria de los tedidos animaless se
lleve & cabo & rartir de erecursores enddgenoss @ iravés de varios rrocesos
enziméticos ssociados con el metabolismo de los amingdcidos azufradoss los
cuales involucran la oxidacién enzimética u la conversion de la cisteins
obtenida directamente de la dieta o 2 través de la. conversidn de la
metionina (Jacobsen 'y 8mith 1968y Awarars 1976). No obstante aue rueden
existir vias sintéticas alternstivass se ha lledado & la conclusidn deneral
de aue la'3rinciPsl4rbta'b1051ntética rara la taurins en la maéaria de los
tedidos snimales de los mamiferosy es lz cue involucra ls oxidacién de la
cisteinz rara formar‘elzécido_cigtein sulfinicos reaccidn catslizads ror la
cistein deoxigenssa (L-cistein oxideno oxido reductassa E.C. 1.13.11.20.).
El &cido cistein sulfinico se descarboxilas ror me&io de la accidn de una
enzime derendiente del fosfato de riridoxals la cistein sulfinato
descarboxilasa (L-cistein sulfinato carboxi-liasa E.C. 4.1.1.2%9.)y dando
origen & la hirotaurina (&cido 2-amino etano sulfinico)s la cual es oxidada
rara formar 2 la taurina, El mecanismo ror el cusl se lleva & cabo la
oxidacién es incierto » existen rerortes cue sudieren aue la reaccién se

lleva & cabo sin 13 particiracién de una enzime determinaday en tanto aue



otros sugieren la existencia de una hiroteurin deshidrogenasas caraz de
llevar a cabo la vatélisis oxidativa (Sumizu 1942), ELa enzime- limitante en
esta ruta metabélica rarece ser la descarboxilasa del &cido cistein
sylfinico (CSD), Los intermediarioss asi como las enzimas que constitusen
estz vis metabélica han sido detectados en 1z mavor rarte de los tedidoss a

excercion del méscule esauelético w el corazén.

La caracidad biosintética varis considerabléméniem dentre de lds
diferentes tedidos de un mismo animal. Asis oﬁservamos aue en la ratas el
hidado ¢ el rifién se encuentrzn entre los drdanos méslactivos en cuanto e
la sintesis de {aurinas el cerebro rosee una actividad moderadas mientras
aue el corazéns misculo esti}ado ¥ los linfocitos - roseen una caracidad
limitads rara sintetizar al aminoécido, Asimismo existen variaciones
significativas derendiendo de la esrecie y del estadio de dessrrollo en eue
estas se encuentren. #si ror edemrlos vemos aue en el hisado del rerro u
de la rata adultos se e@duentran,altas»concentrscionES'de‘todas las enzimas
reqaueridas rara lz biosintesiss mientras aue en higado del monoy el gato v
el humano existe uné"activid§d mug limitads de la C8Ds restringiendo asi la
biosintesis de taurinz en estas esrecies. La caracidad biosintética en el
higado ¢ cerebro de los animsles Jovenes es comParéﬂivamente menor 3 la
existente -en estos wmismos tedidos en los adultosy lo cusl rarece indicar
aue los.individugs Jovenes dEPendep més del arorte de taurinz en lz dieta
rara mantener los niveles tisuiér55' adecuados del aminoécido (Haues u

Sturman 1981},

En cuanto 21 catasholismo de 13 tsurinmas los dnicos comruestos aue han
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sido considerados qqmq~??osibles rroductos Be degradacidn son el sulfato
inordénico ¥ el dcido isetidnico (Jacobsen u Smith%.l?ﬁ&). Sin embardo
estudios recientes rarecen demostrar aue las pecuelas cantidades de estos
comruestos re#ortadds'como derivados de 13 taurinz em el animal intactos
son rroducto del metabolismd{bacteriand, Esto sin embardo no significa que
lz taurins es utilizada ror los tedidos de mamera lentas ua aue FOT edemrlo
en. érdanos. rarencuimsles como el higadoy el rifion o el rancreas se observas
un intercambio rérido del comruesto marcador lo cual hes rermitide calcular
1s vida media de 12 roza de este aminoscido aue en estos tedidos 25 menor a
un dias otro tedidos como el corszdnys el misculo esauelético o el cerebro
en tanto recambian 21 comruesto de manera mas lentas siendo 13 vids medis

en estos tedidos de 3 dias arroximadamente (Seaeth y Schneider 1974).
La taurina en la retina,

Ls retins de los vertebrados es uno de los tedidos eue Junto con el
coraz6ny el cerebro uw.  las dléndulas secretorizs éoh;ienen las
concentraciones mas elevadas de taurina de todos los -teJidoﬁ animalesy
constituvendo ror consiguiente el amihoéciqq libre rresente en masor
concentracifn-en este tedido. El1 rendo de concentracidn del amihoécido‘ en
la retina  fluctuas dependienda de lz esrecier entre 10-40 il
(Fasantes-Morzles ¢ cols., 1972), Estas al%as concentraciones de taurins
en la retine se rresentan 2 resar de las diferencias entre las esrecies u
de las diferencias en ei.cohtenid& del aminodcido en otros. tedidos del
mismo animal’ asi es notoric eue aun en esrecies cqu el conedos el gato u

el cobavos los cuzles roseen niveles reducidos del amincécido en la mavoria
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de sus tedidossy 12 concentrecién de tauring enm lz retinz ses mug alta ¢
similar a la eue rresentan otras esrecies cue-son notables ror sus elevados

niveles tisulares del comruesto.

- -. N . ~ .
A diferenciz de lo aue ocurre en otros tedidos como el cerebros les
concentracciones de taurine en la retima sumenian 2 rartir del nacimiento

de las crias (P&santes-ﬁorales 19735 Macaione u cols: 1974y Sturman 1979);

7

siendo aue el curso temroral de este incremento rarece corresronder al
evento de lz formacién de los fotorrecertoress lo cusl sudiere aue el

aumento corresronde 2 la tauring acumulads en estas células.

Los ordanismos roseen mecanismos muw eficientes de redulacion de sus
niveles tisulares de taurines los cuasles son rididamente mentenidos 3
traves de modificaciones en sus tasas de biosiptesis 4 de excresion (Hore
1957y  Sturmen 1973). Lz retina es dentro de todos los tedidos el mas
resistente 2 disminuir sus rozas endddenssy ¥a aue rposee un sistema de
control tal aue mentiene inalterados sus niveles internos del aminodcidos
a0n bado condiciones fisiolésicaS»en la aue otros tedidos han sido casi o
totalmente depletados;'lo cual parece ed}atizar l2 importancia cue tiene el

aminodcido en 13 funcién,retihiana.

La retina rosee uns estructurs altsmente ordanizadas en 13 cuzl los
diferentes tiros celularesy asi como sus conexiones se encuentran
disruestos en estratos o caras altamente definidos. Esta citoarauitecturs
caracteristica de 1a retina ha rermitido determinar con relativa certezas

la distribucién de los constitusentes en lss diferentes caras celulares u
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2tn en sitios -subcglulares especificos como son los sedmentos externos e
internos de los fotorrecertoress las terminsles nerviosas o bien los sitios

de conexidn sindrtica,

La distribucién intraretiniana de 1z taurina sigue un ratrén ti?ico

)
entre las diferentes especies hasta shora estudiadass siendo en las caras
externas de la retinar como son la cars de fotorrecertoresy la cars
wlexiforme externs 9 el eritelio ridmentsrio en donde el aminodcido se
tiende &2 concentrar de manera mas abundante. Asimismo 1z relacidn
existente entre lzs caras externss e internass es muw similar entre las

/ . . .
diferentes esrecies estudiadass 3 Fesar de existir diferencias

)

considerables en el contenido total entre ellas (Orr 1976).

Hediante la utilizaciﬁn de técnicas de microdisgccidn se ha rodido
observar aue del 60 21 70% de ls cantidad totsl de taurinz en la retins se
encuentrs focalizadaaen la cara de los fotorrecertores (Yates ¢ Keen 1974,
Kenneds ¥ Voaden 1974, Orr 1976y Schmidt 1981). Resultados similares han
sido obtenidos de estudios aue comraran la concentrétién de taurina en 1la
reting antes .y desrues de la destruccidén de los fptorrECEPtdréSs Y3 588
ocasionads ror distrofias hereditarias o ror medio de la maﬁipulacién
exrerimental., Asi se ha mostrados eue en las retinas de las ratas de 1s
cera RCS (Rowal Collese of Surdeons)s en las cuales las células
fotorrecertorss degeneran 2 o 3 semsnss desrues del nacimientos los niveles
de tsurina son de alrededor de un 75% menores eue los de 1as ratas que

tienen sus fotorrecertores normalmente desarrollados (Schmidt 1981). De

manera similar 12 concentracién del amincdcido en ratones de la cers rd
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(retinzl dedeneration) aue rresentan una distrofis hereditariz de las
células visualess es menor que en la retins de los animales normales {(Cohen
¥ colss 1973). Los estudios llevados & csbo con comruestos eue destrusen
selectivamente ciertas caras celulares de la retins han ruesto de
manifiesto  la 'lacaligacién rreferencial de la  taurina en los
fotorrecertoresi asi los niveles de taurina en la retinz disminusen lueso
de aue los snimales son invectados intrzocularmente con iodoscetato el cual
rroduce lz destruccidn de los fotorrecertoress mientras eue no se observs
cambio alduno en los niveles endégenos del compuesto en las retinas de los
animales tratados con acido kainico o con dlutamato monosédicos en las
cuzles las cerss internas de 1s retins dessrarecens mientras aue las
células visuales rerpanecen intedras (Karsen w Fonnum 1976, -Salcedas 1979

Fasantes-Horales v cols. '1981),

Ls retina rarece roseer la caracidad de sintetizar 2l menos una
fraccion sisnificetiva de la taurina localizada en ese tedidos uwa aue ror
unz rarte se han rodido detectar las actividedes de todas las enzimas
involucradas en la biosintesis del aminodcido en diversas esrecies
(Fasentes-Morales 1976+ Macaione w cols. 1974:1977), asi comoc se ha
rerortado en homogenados de retine de ranay la conversisn de cisteins
marcada @ taurina u los otros metabolites relacionados con la ruts
sintética antes mencionads (Nishimura ¥ cols. 1983), Sin embardos la
localizacidn de-las enzimas rarece estar confinsds a3 las Caras internzs -de
la retina (Macsione s cols. 197és Mathur u cols. 1976y Lin ¥ cols. 1983)
4 rparticulsrmente rara el ceso de 18 enzims .clave del metabolismo

ﬁiogintéticoy la CSDy los estudios bioauimicos e inmunocitoauimicos han
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mostrado aue estz no se encuentra rresente en ls cara  de los
fotorrecertores (Mathur ¥ cols: 1976y Lin @ cols, 1983), lo cual resulta
ararentemente raradddico dado aue en estas célulss s§3encuentraﬂmés del 30%
del contenido totel de taurines en la retina (Orr 1976)s lo cual indica aue
lz roza de taurina en las células visuzles se forma & rpartir de fuentes
diferentes 3 1la de 13 sintesis endddena. Fresumiblemente una cantidad
considershle de la taurina rpresente en la retinz es obtenidz 2 rartir del
rlasmas ror intermedio del eritelio ridmentario 3 traves de un mecanismo de
transrorte activo. Estudios autorradiodréficos han mostrado aue la carturs
de taurinz marcada én las retinas aisladass ocurré"Primordialmgnte en la
cera de los fotorrecertores tanto de la rata como del rollos 1la ranas el
raton s el sarc Xenorus {Lake u cols.1977s Voaden v cols. 1981s Frederick
1982)y ademas de wue se ha rerortado aue en microsecciones de retina un
elevado Porcentage'de 1z marcs radicactiva se acumuls ‘en aauellas rorciones
aue contienen 2 13 -cara de los fotorrecertores (Kenneds uw Voaden 1974y
Dehmidt 19813,  Asimismoc se hén descrito sistemas de transerorte de alta
afinidad: derendientes de sodio u enerdia rara el aminodcido rresentes en
las retinas de muy diversass esreciess los cuales son carsces de concentrar
8 la taurina en contra de un muy elevado gradiente de concentracién (Starr
19735 Dawson u-Neal 1984) u gue 2l rarecer son muy esrecificos ruesto cue
solo son inhibidos ror comruestos que rresentan uns estructura molecular
mus similar 2 l2 de la taurinas como son la B alaninas la hirotaurins v la
taurociamina o  susnidinoetsnosulfonato  (GES)  (QuesadasHuxtable Y
Fasantes-Morsles 1984), Estos sistemas de certurz no rarecen estar

confinados & todss las caras celulasres. Estudios llevados 2 cabo con

retinas  degeneradas exrerimentalmente  demuestran aue -se localizan

e
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rreferencizlmente en las caras externas de 1s retina (Schmidt 1981, Salced2

g Fasantes-Norales 1982).
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Efectos de 1s taurine en la retina

La taurina rproduce un marcado efecto inhibitorio sobre la resrueste
electrofisioldgica de 1la retina, Asis» cusndo se aflade a3l medio de
rerfusién en retinas aisladas (Pasantes-Morales 1972)s o cusndo se le
ingecta intraocularmente in vivo (Pasantes-Morsles 1973)s el asminoacido
reduce significativamente la amelitud de la onda ot del
electrorretinogramar la cual es originada en las caras internas de 12
retingy sin modificar el redistro de la onda denominada *a' corresrondiente
2 la hirerrolarizacién de los fotorrecertores, Asimismo 1s taurina rroduce
lz hirerrolarizacidén de las células gandlionares v birolares de .1z retins
de 1la salamandra Necturus (Cunningham ¢ Miller 1980). Estos efectos de ls
taurinz sobre la resruests de lz retina sugieren un posible rarel como
neurotransmisor inhibidor en este tedido (Mandel u cols. 1974). Sin
embardo todss estas acciones de 1z tauring son blogueadas ror 13
estricninas un antadonista de 1ls slicins en el sistema nerviose central
(Bonaventura ¢ cols. 1978)s lo cusl sugiere que estos efectos rudieran ser
debidos & aue la glicina v la taurins entvirtud de su similitud molecular

l

actuaran sobre un mismo tiro de recertor.

La taurina se libers de retinas sisladas rerfundidas en rresenciz de
L estiﬁulo4dEPolarizante; como lo es ung alta concentracidn de rotasior o
ror accidn de ls ousbainas la veratridina u ciertos iondforos de sodio w
celcioc (Saslceds ¢  FPasantes-Morales '1975; Kenneds v Voaden 1974y
Lorez-Colome ¢ cols. 19781, Sin embardo en estudios llevados a caho en

fracciones sinartosomales abtenidas de la retins del rollo se hs mostrados
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aue los agentes derolarizantes no estimulan 1a liberacién del ‘aminodeido de
las terminafes nerviosas sisladass en tanto aue s; tienen efecto sobre la
salida. estimulada de otros a&inoépidbﬁ neuroaciivoéi como el GABA w la
glicina (Pasanteg-nafales ¢ Lofez-Colome 1978)y lo cusl indicas aue su
liberacitn no ééfiﬁeVB’a cabo de las terminsles nerviosas.

La caraéferizacidn de rosibles recertores rostsinderticos rars ls
taurina en la retine han ‘resultads infructuocsps (Lorez-Colome

FPasantes-Horales 19800+ lo cusl se dehe en rarte 2 la2 ausencia de

comruestos adonistas o antadonistas esrecificos ‘de l2 accidn de la taurina.

Estos‘?ésultadosfen conJuntos aunados BluhQChOch'QUE los sitios de
mayor concéntbécién de la ﬁaurina:se~encuentran loc;Iizados en lés'resinnES
externas en tanto eue los efectos electrofisiu{égicqs rarecen ocurrir en la
retina internas sudieren eue el ‘aminodcido no desemeefid un rarel como
neuratransmisor inhibitorio en ls retinas ror lo cusl deben de existir
funciones altefnativa% rars este sminoicidos en rarticular en la care de

los fotorrecertores en donde ests rreferentemente concentrada,

Se he mostrado aue ' los niveiés de taudrine varish derendiendno de iaa
condiciones de luz imrerantes, En la retins del rolle el contenido de
taurina aumenta cuando los ahimalés son mantenidos bado totsl obscuridad
durante una  semans {Easantes—Morales g colse 1973).  .Asimismo el
transrorte de taurina en 1as~¢é1ulas de 12 retina rarece ser afegtado:hfor
las condiciones de iluminacién (Frederick w cols, . .1982s Dawson ¢ Neal

1984), La .influencia de 1z luz sobre el tamafio de las rozas retinisnas de
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taurina Pue;e estar -relacionads directamente con el efecto*ggtimuladn; /ue
ésta ejerce sobre la liberaci6n del amincdcido en 1la retihéﬂ’de diversas
esreciess comc en el Poilo: 1z rate ¢ el conedo (Fasante§~ﬁorales 1972
Schmidt 1978y Kennedy u &eal 19781, Este efecto rarece ser especifico rara
iz tsurinas v aue cuando se.réalizaron-ex?erimentos'en.ParaJeIOgcon otros
-aminoécidos rosibles neUrotggnsmisores en 1a retinas como el GARA & 1=z
slicina: estos no resrondieron 2l estimule luminoso en tanto aue si fue
observada la salida lents caracteristics de la taurina. El movimiento del
amincacido en réBFuésta 3 13 luz en la retina del rollo no se observa en
rresencia en el media,de Pgwfﬁsién*de EG%A'un conocide auelante de calcios
sin embar§§3 adentes como el rodo de rutenioc o el versramil aue.se cofoce
‘ v

bloauean la entrada de celeio s las célulass no modifican la liberacién del
aminodcido baJo estas condicioness & diferengia de,ic,aue ocurre cuando .en
vez de la luz- ge utiliza como esiimuld‘ liberador wums condicién
derolarizante ‘como lo es wuna alta conceptracidn de rotesio en &l medio.
(Loﬁez-Cnlomens-d%ls,“ 1974)+ Un esyudio reciente mostrd eue en esta misma
preraracién la .liﬁeraciﬁn. de 1z taurinez estimulada ror 1a luz no se ve
afectads cuando se utilizan‘blgeueadores esrecificos de los recertores de
1z mauoris de los,comﬁuesths.Propuegtos como candidatos 2 neurctransmisores
en la retinas como son la acetilcolinar el GABAy el &cido dlutdmico ¢ las
catecolaminas (Datos no publicados)s lo cual rarece indicar aue le
liberacion de tayrina no esta mediada & traves de releves sindrticos, cong
ocurre Fars -el. caso.. de otros transmisores como la doraming o ls

acetileolina (Morsan u Kemr 1980» Cunningham v Neal 1983},

Atn cuando no se. conoce con certeza el tiro celular del cual se libers
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la taurinz en resruests & la'estimulacién luminosas es muy Pyobabie aueE §8
origine de las caras celulares externass esﬁecificamente de la cara de los
Totorreceptores. Lz evidenciz ‘exeerimental mas fuerte oue se tiena
rrovigne de estudios aue-muestran aue en 135'reiénaé de rollo dedeneradas
selecﬁivamente con el acido kaiﬁicd'la'libéracidn del aminodcido sisue el
mismo Curso temporal~ﬂdeﬁgn‘las retinas de los animales controless lo cual
indica aue esta libEraciﬁn-se'orisina de sauellas células no sfectadas roe
el adente citotéuicors en@rg ellas los fotorrecertores (Pasantes-Morales u
cols. 1981), ﬁgimismo se ha rerortado aue en los sedmentos exterfips
sislados de los fotorrecertores (ROS) de 1a ranas incubados #reviémgnte.con
taurina radiosctivas QS'PosiBie producir la salids de Ia taurina marcads en
resruesta 8 una serie de,PulSOS luminicosy sun cuando con un cursoc temsoral

diferente al descrito rara la retins comelets (Salcéqa y vols. 1977).

Los estudios acerca del efecto de la deficiencia en taurins en aiﬁunas
especies .nam rrobado ser un excelenie m@ﬁelo rara estudiar el rarel cue
desemrefiz la taurinz en la fﬁncién de lg‘retfha. La gpan mavorfia de las
esrecies de mamifgrb; mentienen constantes sus .niveles de taurinz como
resultado tanto de ia caPacigad biosintética_aue-foseann como de 1z indests
dieria aue del smino&cido realizan a traves de la dietas siendo varisble la
rroporcién derivads de cads una de estas vias (Huxtable H_Li?Pincbt 19823,
El gato es sin embarso unz esrecie caracteristicas aue tiene na caracidad
mug limitads para sintetizar 2 ls taurina & Partir de metionine o de
cisteina como Frecursoress for lo que derenden exciusivamente de la diets =
en 1a cual le surlementacién de taurine exdgena ha nostrado ser esencial

“

rara mantener las concentraciones normales del amnino&cido de sus tedidos 4
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érdanos (Sturman v cols, 1978).

Asi cusndo & los datos se les ‘alimenta con. wne dietz libre del
aminodcido ¥ con caseina Pugifigada como dnica fuente rrateicar se hs
ubservado se desarrolls una disminucidn dradusl de la taurine en la masori
de los tedideos, s los rocos meses dg inicia¢u gste tratemiento. (Sturman u
cols. 1978), ngbhstante pue como se menciono anteriormente ia reting es
uno de los tegidqs)aue-més se resisten a digminuir sus niveles endddencs
del smincécidos estos~liggap;inevitahlemente,avser derletados en el terming
de 3 2 5 mesesi como consecuencis de este tratamientc los datosy tanto. las
crias como los adultos desarrollan en un estadio temFranos arroxinadamente
cuando. los niveles de tauring hen disminuide en un 20 8 un 25%» Qna lesidn
visible & traves 'ﬁéi oftalmoscorio como wuna  requena :area lance
hirerrreflexiva 3k3 granular en en centro  del taretum  lucidum.
Concomitantemenfé,sevobéervaﬁaue el camro tdtal, del electrorretinograms
(ERB) se encuentra heddeidé'considgrablemanté.u en alsunos casds ¥a no es
rosible detectarlos 1o cual iridice cue lz snomslis retiniars se extiende
mas =alla de ls lesién visible (Haues w cols., 1975, Bérson ¥ cols. 1974y
Schmidt v cols. 19765 19?25( A medida aue 13 concentracitn de tsurine
digminuue ror debado .de un 304 se observas nq-so}gment@ el sumento en el
tamafio de 1s lesidn del fondo peulars sino  tambhien l1s desintesracién
gstructursal ae los foiorreée?tores;fgsi como la disminucidn en el contenido
io#al de DNA totsl de la retina (Hauég'y cols. 1975).

(

Ultraestructuralmente los ‘cembios en -la morfologia de los

fotorrecertores se menifiestan inicialmente en los sesmentos externoss los



cudles se ven vesiculadoss Qesorientados“s oOn sus membfénaé tanto exiterns
como de lgs discos totalmente desintesradas: Ests dedeneracidn se extiende
rosteriormente 2 los -~ sedmentos internoss la redidn nuclear de log
fotorrecertores u 3 otras areés de 1ls retiﬁa como el taretum lucidums en
donde se observe 12 desordanizacidén en el arreélo reticular ‘ﬁe‘ los
bastoness asi como -1z fragmentascién de las membranss aue rodean a estas
células Produpiendbse la comrresidn u el anﬁbstamiento de esta cars en las
areas aduwacentes & l1a zong‘dé dedeneracién de los fotorrecertores (Wen u

cols, 1979},

Estudios rosteriores h;n:mostraﬁu'uue rarzlelamente 3 la degenerscidn
de la cera del tégetqm lucidum se rfoduce una disminucién en el contenido
de taurina u de zinég’auegnqrmafmente estan asociados 3 las membranss Gue
rodean & las célilas cdfoidales; tanto en los datos deficigdfeg en el
amino&cidos como en cierts raza de rerros aue rresentan una anormalidad
hereditaris en- estz cars ;élular (éturman g tols, 1982), Se observas
asimismoy que si el tratamiento es susrendido antes:dé'gn tiemro oritico en
un estadio en el bual 1z mavgoris de los ndclens v los sesmentoé_internas te
los fotorrecertorés se encuentran rresentes v se suflementa nuevamente 2 la
dietz con. taurinay se rroduce la, reveysiéh total de los efectos
dedenerativos u funcipn§195. antes mencionadoss lo cuzl no es rosible
observar  cuando ;e substituse 2 la taurina con otros aminodcidos
FTECUTSOress como‘la,ﬁetionina o ls cistgina (Hayes w cols. 1975)s lo cual

reafirma el rarel vital aue desemrefiz 13 taurinz en el mantenimiento de la

estructura de los fotorrecertores.
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La egtrateéis ex#énimenﬁal:utilizada‘ﬁara, disminuir los niveles dé
taurina en los teiiﬁﬂg 3¢,6Fsann§ del datos no tienen efbcto en otras
esrecies como la rats aue ﬁun.‘casaces de sintetizer eficientemente 3l
aminodcido ¥ aue bado rias condiciones de erivacion del comruesto en la

diete son caé?ces de aumgntar su° tasa biosinﬁética ¥ de disminuir su
excrecion. en la oriﬁ;-s hgcegr rara de esta manera mantener constantes los
niveles tisulares déutadrina. No qbstantei;ha sido Posib;é rerroducir la
deficienciz de taurfna en’la,;gtina de las ratas, mediante la utilizacion
de cqm%uestoslaué cono el GESy o' la B alaninas rroducen el blosues de los
sistemss de fransrorte de taurinaz de diversos.-teidos tanto in vive coms in
vitro (Huxtable 1979;i§chaffér w Kocsis 1981). Asi seiﬁa descrito aue li
administracién del GES gn’el agua de beber rroduce en las rates uns rarida
deplecién:deiios'nfvéies de taurire en lez retings la cuzl es de alrededor
de un 69% del nivel ‘basal 3 los' 9 dias y lledando 2 disminuir hasta en un
40% desrues de ser admipistrado el comruesto sistemsticamente durante 3
semanas. Rado estas condiciqn@s no se d?servan-alteyaciqnes en los niveles
de otros zminodcidos. La disﬁ}nuciﬁn,dei aminodcido se ve acomrafiada For
la disminucién rrogresivas déltEﬁé’(Lake 1982) = ror 1a dedeneracién de los
fotorrSCEPtbres (Pasantés—ﬁoraiés gy cols. 1983)s sieﬁdo idéntico el ratrdn
desenerativo observadd &l aue se presenta en los gatos alimentsdos. con uns
dietz deficiente en taurina, Estos regultados rarecen suderir  ous
cualauier estratedia exrerimental ‘aue conlleve 2 unz disminucién de los
niveles de taurina en 1; retinay tendré como resultado la desestabilizacidn
de la estructura de los fotorrecertores. No gbstante es-nenésario llevar &

cabo més estudios en oyﬁas especies diferentes 2l gato o ls rats rarz roder

generalizar el reauerimento. de taurine cue de ells muestrans es evidente
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que el aminodcido Jueda un rarel criticqn en el ‘méntenimiéntd de 1a
estructursg v funciﬁn de los fntorreceptorés, Coﬁ el obJeto de conocer el o
los rosibles mecahismqs,&oleculares,bado las 1buales esta 'sustenta&§~ le
sccién  rrotectora &e' la taurine en la retins llevamos a cabor estudios
tendientes a‘ohserVaﬁ el efecto que edercia la taurina sobre la estaebilidad
membranzl de las céelulas visualesy utilizando Para,glio una rreraracidn de
segmentos externos aislados ¢g‘los fo@orrecéptores de ls rans mantenidos

bado diversas condiciones exrerimentazles .de degeneracidn celular.

-2 d/-2

ex
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Protective Effect of Taurine and Zinc on
Peroxidation-Induced Damage in
Photoreceptor Outer Segments

H. Pasantes-Morales and C. Cruz

Centro de Investigaciones en Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autonoma
de Mexico, D.F. Mexico

Exposure of isolated frog rod outer segments (ROS) to ferrous sulfate in a Krebs-
bicarbonate medium causes a time-dépendent disruption of the membrane organi-
zation of the discs. Ferrous sulfate also causes ROS swelling and aggregation.
Addition of taurine (5-20 mM) and zinc sulfate (250 pM) to the incubation
medium markedly protected ROS from the disrupting effect of ferrous sulfate. Of
other amino acids tested, only $-alanine had a protective effect on ROS structure.
Ferrous sulfate caused an increase in lipid peroxidation, measured by malonalde-
hyde formation. The protective effect of taurine and zinc is not accompanied by a
reduction of lipid peroxidation. Water accumulation occurs as a consequence of
the peroxidative action of ferrous sulfate, and this effect was counteracted by
taurine and zinc. Ferrous sulfate did not cause damage to ROS structure  when
incubation was carried out in sucrose-HEPES. Sodium, chloride, and bicarbonate
ions caused ferrous sulfate to disrupt ROS structure. It is.concluded that taurine
and zinc protect ROS membranes from ion -and/or water entry occurring as a
consequence of membrane lipid peroxidation.

Key words: rod outer segments, taurine, zinc, lipid perdkjdation, retina

INTRODUCTION

The presence of physiological levels of taurine in the retina (2040 mM) seems

_to be necessary to. maintain the structure and function of visual cells. In vivo, a
decrease of retinal concentration produced by taurine-deficient diets or by blockers of
taurine transport leads to a.marked disrupticn of the structure of photoreceptors,
followed by severe retinal dysfunction [Hayes et al, 1975; Sturman et al, 1984; Lake,
1982; Pasantes-Morales et al, 1983]. A stabilizing action of taurine on the structure
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of the outer segments of photoreceptors has been observed in vitro when isolated rod
outer segments (ROS) are exposed to continuous illumination [Pasantes-Morales et
‘al, 1981]. Prolonged illumination produces marked structural damage in isolated rod
outer segments as well asin photorcccptors in vivo [Noell et al, 1966; Sykes et al,
1981], and this effect has been attributed in part to the occurrence of peroxidation
reactions caused by light [Kagan et al, 1973].

To investigate the protective action of taurine on damage produced by peroxi-
dation reactions, in the present work we have explored its effects on the disruption
caused by. ferrous sulfate in an in vitro experimental model using isolated frog ROS.
Intravitreal injection of ferrous sulfate in frogs has been found to cause a marked
alteration of photoreceptors, concomitant with an increase in lipid peroxidation
[Wiegand et al, 1982] ‘

MATERIALS AND METHODS

Dark-adapted frogs were killed by decapitation, the eyes were enucleated, and
- the retinas excised. For isolation of ROS, retinas were washed in a Krebs-bicarbonate
medium, then gently shaken in a Vortex mixer; and the detached ROS were concen-
trated by centrifugation. Aliquots of a suspension containing ROS were then trans-
ferred to a small glass tube (0.25 ml volume) containing Krebs-bicarbonate medium
and the additions indicated for each experiment. At the indicated times, samples of
the suspension were exammed under a light microscope; ‘with a x40 objective, and
the number of ROS with intact or disrupted structures was counted. A total of 200
ROS was counted. Except for the microscope examination, all procedures were
carried out in the dark.

Thiobarbituric Acid Assay

Aliquots of 25-100 ul containing about 1 mg protein were mixed with 1 ml
(final volume).of a TRIS-HCI buffer, 0.15 M, pH 7.4, and incubated 30 min at 37°C;
0.4 ml of this mixture was removed and 1.5 ml of 20% acetic acid (pH 3.5) were
added. Thiobarbituric acid (1.5 ml; 0.8%) was added, and the volume was adjusted
to 4 ml with distilled water. The samples were boiled for 45 min, after which 1 ml of
1.2% KCl and 5 ml of a mixture of butanonl-pyridine (15:1) were added. The samples
were vortexed and centrifuged for 10 min. The upper phase, with a pink color, was
removed and read at 532 nm.

Water Accumulation

To measure water accumulation by isolated ROS incubated under different
conditions, a sample of the suspension was filtered through a Millipore filter (0.65
pm). The filter containing ROS was weiglited and then dried for 2-3 hr. The dry
weight represents the amount of tissue in ratio. The weight of dry filters and of filters
containing aliquots of the medium but without tissue were subtracted in each case.

RESULTS
Morphological Features

Frog ROS isolated in a Krebs-bicarbonate medium show a well-preserved
structure when maintained in the dark, with a normal shape and an ordered disc
membrane organization (Fig. 1). A quantitative analysis of the number of ROS with
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Flg 1..Rod outer segment structure after exposure to. 500 pM ferrous sulfate. A) Control; B) outer,
segments incubated for 30 min in 2 Krebs-bicarbonate medium containing 500 uM ferrous sulfate; C)
outer segments after 50 min of mcubauon in the presence of ferrous suifate.
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Fig. 2. Effect of taurine and zinc on the ferrous sulfate-induced damage of isolated frog rod outer
segments (ROS). ROS were incubated in a Krebs-bicarbonate medium in the presence or absence of 500
M ferrous sulfate. At the indicated times, about 200 ROS were observed under a Zeiss microscope
with a x40 phase objective, and the number of ROS ‘showing an altered structure was counted. The
results are the means. +-SEM of at least nirie separate expenmems @, Control; A, 500 uM ferrous
sulfate; - -, 500 uM ferrous sulfate + 20 mM taurine + 250 M zinc sulfate. Significance of differences
between all groups, P<0.001.

normal structure showed that about 25% have been damaged during the isolation
procedure. This percentage increased slightly with incubation time, ‘being about 35%
after 50 min of incubation. Addition of ferrous sulfate (250-500 uM) to the incubation
medium caused a marked disruption of ROS stricture. The outer segments appear
markedly enlarged and the disc membranes, which are barely detected in intact ROS,

appear protrudent and conspicuous (Fig. 1). The disrupting effect of ferrous sulfate
was dose and time dependent Figure 2 shows the percentage of ROS with damaged
structure after different times of exposure to 500 M. ferrous sulfate. The number of
disrupted ROS increased with time, and after 50 min all outer segments appear
damaged, forming aggregates (Fig. 1). When ferrous sulfate was used at a concentra-
tion of 250 uM, the disrupting effect was identical, but more time (30-90 min) was
“necessary to observe its disturbing action. -

The Effect of Taur:i'ne and Zinc

. ‘Taurine added to the incubation medium was ineffective in protecting ROS
against the deleterious effect of ferrous sulfate. However, when ZnSO,4 (250 uM) was
added together with the taurine, a protective effect was -observed at all the times
examined (Fig. 2). Addition of zinc alone was ineffective. Taurine concentrations
from 5-50 mM protected against ferrous sulfate, 20 ‘mM being the optimal
concentration.

The Effect of Amino Acids

Other amino acids structurally or functionally related to taurine were tested for
their ability to protect ROS structure from the effect of ferrous sulfate. Figure 3
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Fig. 3. Effects of amino‘acids on the ferrous sulfate-induced damage on ROS structure. The experimen-
tal conditions are as described in Figure 2. Incubation time was 30 min. Results are the means + SEM
of the number of experiments indicated in parenthesis.

shows that except for $-alanine, no protective effect could be observed in the presence
of other amino acids.

The Effect of Other Divalent Cations

To test the specificity of zinc as a protective agent, the effects of magnesium
and calcium were examined. Increasing the magnesnum concentration in the medium
to 10 mM did not protect ROS structure. Added in the presence of taurine or of
taurine plus zinc, magnesium did not modify their actions. In contrast, increasing the
calcium concentration of the incubation medium from 2.5 to 5.0 mM was. itself
effective in protecting the structure of ROS exposed to ferrous sulfate (Fig. 4),
although this effect was not as great as that shown by taurine and zinc. This effect
was -not -increased. in the presence of taurine, but it was somewhat enhanced when
taurine and zinc were added simultaneously (Fig. 4), so that taurine, zinc, and 5 mM
calcium showed the highest protective effect (Fig. 4). Omission of calcium from the
incubation medium increased the deleterious effect of ferrous sulfaté and also mark-
edly decreased the protective action of taurine plus zinc (Fig. 4). '

Malonaldehyde Formation

The extent of peroxidation reactions may be measured by formation of malon-
aldehyde, formed from the breakdown of polyunsaturated fatty -acids. To investigate .
whether the protective effect of taurine was due to a decrease in lipid peroxidation
reactions caused by ferrous sulfate, malonaldehyde formation was measured in ROS
incubated in the presence of ferrous sulfate and in media containing taurine plus zinc.
Table I shows that ferrous sulfate markedly increased tissue perox1datlon and that
taurine plus zinc did not decrease peroxidation caused by the oxidant. These results
suggest that taurine and zinc do not affect directly the 11p1d perox1datlon produced by
ferrous sulfate; thus, the possibility exists that taurine is protecting ROS structure by
a process secondary to lipid peroxidation.
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Fig. 4. Effects of calcium omission and of high calcium concentration on the percentage of disrupted
ROS exposed to ferrous sulfate for 30 min in the presence or absence of taurine and zinc. Taurine
concentration was 20 mM. Zinc, used as zinc sulfate, was 250 pM. Results are the means + SEM of
the number of experiments indicated in parenthesis.

Fig. 5. Water accumulation by. frog ROS exposed to ferrous sulfate for 30 min in the presence or
absence of taurine and zinc. Water accumulation was measured as described in Materials and Methods.
Taurine concentration was 20-mM; zinc sulfate concentration was 250 uM. Results are the ' means +
SEM of six separate experiments,

TABLE 1. Malonaldehyde Formation by Rod Outer Segments Exposed to Ferrous
Sulfate in the Presence or Absence of Taurine and Zinc*

Thiobarbituric acid
reactive material

Incubation conditions (U.D.0O./mg protein/30 min)
Control 0.074 + 0.019
FeSO, (500 uM) 0.355 + 0.05
FeSO, (250 M) 0.301 + 0.07
Taurine + zinc 0.089 + 0.02

* Taurine + zinc + FeSO,4 (500 M) 0.322 + 0.05
Taurine + zinc + FeSO, (250 uM) 0.322 4+ 0.07

“Taurine concentration was 20 mM, and zinc concentration; used as zinc sulfate, was
250 M. Results are the means + SEM of five separate experiments.

Water Accumulation and lon Depletion or Substitution

The occurrence of edema subsequent to lipid peroxidation has been observed in
a number of tissues [Chan et al, 1982; Willmore and Rubin, 1982]. Therefore, ‘it is
possible that swelling is occurring in ROS after lipid peroxidation induced by ferrous
sulfate and that taurine protection is being exerted on this process. Figure 5 shows
that ferrous sulfate indeed increased water accumulation by ROS, an effect completely

&
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TABLE II. The Effect of Ion Depletion and Substitution on the Ferrous Sulfate-
Induced Disruption of ROS Structure*

Condition e . . - Intact ROS (%)
Control
_ Krebs-bicarbonate 58.0 £ 0.5(9)
Ferrous sulfate (500 pM)
Krebs-bicarbonate - 13.5 +2.109)
Sucrose-HEPES 47.8 £ 0.9 (3)
Sodium-free medium 10.6 + 3.9(3)
Chloride-free medium 58 +2.103)
Bicarbonate-free medium 204 + 3.8(3)

*In the sodium-free medium, choline chloride replaced sodium chloride and potassium
bicarbonate replaced sodium bicarbonate. The chloride-free medium contained sodium
isethionate. In the bicarbonate-free medium, HEPES replaced bicarbonate. The
incubation time was 30 min. Results are the means + SEM of the number of experiments
indicated in parentheses.

reversed by taurine and zinc. Water accumulation may be a process secondary to the
changes caused in membrane permeability altered by lipid peroxidation. To explore
this possibility, the influence of deletion or replacement of the major ionic constituents
of the physiological medium was investigated. Table II shows that ferrous sulfate did
not cause any appreciable damage to the structure of ROS incubated in isotonic
sucrose buffered with HEPES. Replacement of sodium or chloride by choline or
isethionate, respectively, did not protect from the deleterious effect of the oxidant. A
slight protection was observed when HEPES replaced bicarbonate in the Krebs
medium (Table T0).

DISCUSSION

Since the early study of Hayes and co-workers [1975] on taurine-deficient cats,
evidence has been accumulated suggesting that taurine is a necessary element for the
‘maintenance of the normal structure of photoreceptors. The possibility that this
protective effect of taurine is linked to lipid peroxidation was raised by in vitro
experiments in which taurine preserved the structure of isolated frog ROS from the
deleterious effect of illumination [Pasantes-Morales. et al, 1981], which has been
suggested to be accompanied by peroxidation reactions [Kagan et al, 1973]. Retirial
damage produced by a number of experimental conditions, such as irradiation,
oxygen, and iron-induced oxidation, 'has'also been-attributed to free radical formation
[Hiramitsu et al, 1974, 1976]. Lipid peroxidation usually begins with the abstraction
of atoms or molecules having unpaired electrons of a hydrogen atom from an
unsaturated fatty acid, resulting in the formation of a .lipid-free radical. Lipids of
photoreceptor membranes are notable for their unusually high proportion of long
chain, polyunsaturated fatty acids [Daemen, 1973]. Apparently, this particular lipid
composition involving much unsaturation is critical for providing the high fluidity
and specific microenvironment required for normal rhodopsin conformation. Due to
this high level of polyunsaturation, ROS membranes are extremely susceptible to lipid
peroxidation. Peroxide derivatives of polyunsaturated fatty acids are highly toxic to
retinal function in vivo [Armstrong et al, 1982]. Free radicals may occur as normal

&
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transients in many essential reactions and might, if uncontrolled, initiate highly
deleterious chain reactions eventually ‘causing irreversible tissue and cellular damage.
In this study it was shown that taurine and zinc effectively protected the ROS structure
from the action of a peroxidative agent, ferrous sulfate. However, neither of them
had a direct effect in preventing lipid peroxidation reactions caused by ferrous sulfate.
Their action seems rather to be exerted on a process subsequent to lipid peroxidation,
apparently related to membrane permeability, water accumulation, and swelling oc-
curring during lipid peroxidation.

It has been reported that a zinc-deficient state alters the ablhty of cells to
maintain their volume and ion balance [Bettger and O’Dell, 1982], suggesting an
involvement of the ion in the control of membrane permeability. A similar effect has
been described with isolated ROS [Pasantes-Morales et al, 1981]. Therefore, it seems
reasonable to consider that the protective effect of taurine and zinc may be related to
the maintenance of the regulatory properties of the cell membrane regarding ion
tranSport in-a preparation altered by peroxidative reactions. In nervous tissue, both
in vivo and in vitre, iipid peroxidation has been assomated with cellular damage and
increasing permeability leading to cell edema [Chan et al, 1982; Willmore and Rubin,
1982]. In the present study also, an increase in water accumulation was found
associated with peroxidation reactions triggered by ferrous sulfate. The reduction of
swelling in ROS incubated in a medium lacking sodium, chloride, and bicarbonate is
in line with the notion that the structural disruption of photoreceptors is caused by an
altered ionic permeability accompanied by water entry.

The importance of taurine in maintaining photoreceptor structure has now much
supportmg experimental evidénce. Regarding zinc, its involvement in normal vision
is suggested by the severe visual dysfunctions observed in zinc-deficient conditions.
The retina of zinc-depleted rats or of animals treated with zinc chelators show marked-
morphological alterations, particularly at the outer segments of photoreceptors, which
appear disorganized, vesiculated, and degenerated [Budinger, 1961; Butturini et al,
1953; Leure-Dupree and Bridges, 1982]. These observations point to an in vivo
protective effect of taurine and zinc similar to that observed in vitro.

An association of taurine and zinc has been suggested by observations showing
that zinc deficiency results in taurine mobilization and loss through elevated concen-
trations in blood and urine [Hsu and Anthony, 1970]. Conversely, in taurine-deficient

‘animals, a loss of zinc in ocular tissues has been detected [Sturman et al, 1981].
Therefore, it may be speculated that a taurine-zinc complex occurring naturally is
more efficient in protecting the structure of photoreceptors.
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Discusién

Lss investidaciones llevadas 2 csbo ror el gruro de Hawess Berson u
Schmidt 3 mediados de la década rasaday mostraron cue ls disminucién de los
niveles de taurinz en la retinz del gato ror debado de wun nivel criticos
rroducen 1a dedeneracién & muerte celular de los fotorrecertoress con 12
consiguiente pérdida rrodresiva de la caracidad de 1l caracidad visusl
(Hawes © cols 1973 Bersoﬁ y cols, 1976y Schmidt ¥ cols. 1977). Estos
efectos descr@t@s rosteriormente en otras esrecies como la rata (Lake 1982y
Fasantes-Morales ¥ cols. 1983) runtualizaron ror una rarte la necesidad de
este tedido de mantener una rozz estable del aminodcido rara edercer su
funcidns asi como el desemrefic de -un rarel clave de 1z taurina en el

mantenimiento de la estructura w funciln de lss células visuzsles.

Esta serie de trabados dieron asimismo wun ‘imrulsoe definitive sl
interés ror descubrir tanto 1s.naturaleza del rerel fisiclégicor como el
mecanismo ror el cual sctus el aminosdcidor no solamente en la retins sino

tambien en los demas tedidos v drdanos en donde se le localiza.

Huxtables en base & los efectos descritos en ese entonces ears el
amino&cidoy -acufio la frase de estabilizador de membrasnas (Huxtable 1976)
refiriendose al rosible rarel edercido ror la taurine en los tedidos
animaless u 20n cuando este rudiera ser un concerto vado sobre lz funcidn
del aminodcidos how en dis aescribe claramente 13 asccidn aue el comruesto
ederce sobre 1la estructura de los fotorrecertores. Sin embardo los

mecanismos moleculsres Intimos involucrades en el 'manterimiento de la
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estructura de los fotorrecertores siduen siendo desconocidos..

En bese a estos sntecedentess en el rresente estudic investigamos el
gfecto rrotector de 1l t{aurine sobre la estabilidad membrsnal de los
fotorrecertoress bado diversas condiciones exrerimentales de dedenerascidn

celular,

En un rrimer modelo hicimos uso de la luzy ua oeue es el estimulo
fisiolddico natural aue desencadena toda la serie de reacciones auimicas v
eléctricas aque son la base del funcionamiento de la rétins ¢ bado la cusl
este tedido se encuentrs amrlizmente exruesto. Es amrliazmente conocido el
hecho de aue 13 exrosicidn 8 la luz brillantes excesiva 4 continus tiene
efectos deletersos sobre la retina de numerosas esrecies que inclusen al
humanos la ratss el ratdns.el conedo 8w los monos (Noell 1966y Kuwabara
19705 Ham 19805 Lawwil 1980y Sukes 1981) v en estas los fotorrecertores
rarecen ser las células mad suscertibles de ser daffedas (Robinson v cols
1982). E1 dredo de daffo ocasionado ror la luz estz relacionado con 12
intensidad w duracién del estimulo w derende de factores tales como laz
rresencia de oxidenos de Pismentos,melaninicos ¢ de antioxidantes rresentes
en 18 retina como 18 vitamina E (o tocofercl), ademss de que efectog
mecénicos 4 térmicos tambien earecen incrementar la suscertibilidad del

dafio luminico (Schmidt 1984).

Utilizando uma preraracidn de sedgmentos externos 2islados de los
fotorrecertores (SE) de laz rena hemos observado eue la exrosicidn a la luz

continus de una intensidad de 5000 lux durante 2 horsss rroduce la



FAG: 34

desestabilizacidn en la estructurs de Ios sedmentos externoss carascterizada
rar la desordanizacién membranal deneraly asi como ror el aumento en el
voldmen celuler, Este efecto dedenerativo ocasionado ror 13 1luz se
contrarrests totalmente cuando se encuentra rresente la taurinz en el medio
de incubacidén, Cuasntitativamente el ndmero de sedmentos externos que
rermanecen intasctos en estss -condiciones es a8dn mavor gue el de una
rreraracion mantenida en 1z obscuridad durante el tiemro de 1z incubacidn.
De todos los aminoépidﬁs aue se rrobaron solamente la hirotaurina mostro un

efecto rrotector comrarsble 2l de la taurina,

Fosteriormente examinamos el efecto aue produciz ls taurins sobre ls
dedeneracidn membranasl inducids ror el suifato_ferKQSOy un conocido adente
rrooxidantes aue rroduce dafio extenso a3 las membrana;.biolésicas debido &
sy caracidad raras rromover la reroxidacidn de los liridos de (las mebranas.
En el sistema nervioso este comruesto rrovocas dafio membranals edems celular
y lz deneracién de descardas erilertiformes (M?llmore ¢ Rubhin 1%982).
Asimismos la ingeccidn intravitreal de este comruesto en la retina del
conedos la rata o el .mono rroduce tanto la disminuqién en la amrlitud del
electrorretinodrama como el dafio celular extenso aue se manifiesta de
manera rarticular en los segmentos externos de los fotorrecertores (Barber

y cols, 1971s Rerr w cols. 1982),

En nuestra sreraracién de S5E la rresenciz del FeS04 erodudo 13 rurtura
de las célulass siendo aue el ratrdn dedeneérativo observado fue muw similsr
2l aue se manifiesta en el nmodelo de dedeneracién ror luz. En estas

condiciones la taurinz ror si solz no rrevino del dafic ocasionado ror el
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fierros haciendose necesaria la rresencis esrecifices del =zinmc wmara roder
ohservar el efecto rrotector del aminodcido. El zinc es un elemenito trazs
esencial ecue se encuentrs rresente en a3ltas concentraciones en los tedidos
oculares de 13 dran mayoriz de las esrecies animalesy inclugendo 3l hombre
(Galin ¥ cols. 1962y Eckhert 1979s; Bazan u Reddy 1983). Se ha rerortado
aue’ 1a deficiencia de este metzl de transicidn rroduce entre otros efectos
la dedeneracién retiniana (Leure-Dupree 1981,1982), El rarel aue desemrefia
gl zinc en ls fenomenologia de estos efectos se desconoces aungue se sabe
aue ademés de rarticirar como cofactor de diversas metaloenzimass alsunas
de las cuales han sido detectadas en los tedidos ocdlares, rosee acciones
aue lo relacionzn con el mantenimiento de la fupncién v la estructurs de las
membranas bhioclégicas (Bettger .y O Dell 1982)y auizé ror un mecanismo aue
involucre su nuls habilidad rars funcionar en un sistemz redoxs lo cusl es
esencial rara iniciar la reroxidacidn de los liridos (Huxtable 1974). 'La
rarticiracién del =zinc en los mecanismos @ue sostienen el  rarel

estabilizador membranal de 1s taurina en los diferentes tedidos ha sido

suderide ror diversos autores (Barbeau 1974y Van Gelder 1983},

.La accidn rrotectors condunta de 1ls taurine 8 el zinc ha sido
observada recientemente en una sreparacitn de linfoblastoides humanos
mantenidos ror tiemros cortos en rresencia del &cido retinocico o del
retinols dos edentes citotlxicos aue rroducen ls muerte celular
(Pasantes-Morales uw cols.. 1984), En este tresbado la vishilidad,
gstructura ¢ voldmen celular fueron mantenidos cusndo se encontraban
rresentes tanto 1z tairine como el zinc en el medio de cultive. Es

interesante hacer notar aque en esta ereraracitn le capacidad rroliferativa
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de las células se reduce significativamente cusndo son derletadas de
taurinay efecto aue se revierte cuando se afiade el eminoacido al medio
(Wrigth «¢ cols. 1984). Otra evidencia exrerimental oaque arova la
intersccién de la taurine ¢ el zinc en el mantenimieﬁto de 1a estabilidad
membranal rraviene: de egtudios cue muestran @ue en rerros aue sufren
dedeneracién retinal condénitas los niveles oculares de ambos conFuestos se
ven disminuidoss esrecificamente 8 nivel de las membranas aue rodean a, las

células que 'constitusen lz cara del taretum lucidum (Sturmen v cols,

1982y,

Existen evidencias gxrerimentales cue srouan la earticirscidén de las
rescciones de reroxidacién de los liridos dé 1as membranass como uno de los
rrincirales mecanismos'responsabies del efecto deletereoc ocasionado ror la
luz 3 las células de 1z retings particularmente de la destruccidn de los

fotorrecertores (Kagan ¥ cols. 1973; Delmelle 1977 Noell 1980 Wiesand o

cols, 1983).

Lz reroxidacién liridics es oridinads ror la accién de radicales
libress los cusles son moléculas altamente reactives aue roseen un electrén
desarareado en uno de sus orbitales externoss u aue 3l interactuar con los
4cidos drasos roliinsaturados de los fosfoliridos dé las membranas FTOVOCEN
1la rérdida de un &tomo d§ bidr]seno eh,la cadena hidrocarbonada del #cido
grasos lo cuzl ocasiona tanic el rearreglo de las dobles lidadurass dando
origen 2 la rresenciz de dienos conJudgadoss como la Pormacidn de un radical
libre liridico. Este radical liridico reacciona facilmente con el oxideno

sresente convirtiendose en un radical libre liroreroxis el cuzl tiene la
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carzcidad de sbstraer. un nuevo &tomo de hidrégenc de las cadenas aduacentes
de &cidos drasos (Hidroxireréuido 1liridico)s iniciandose asi una :nueva
serie de rescciones en cadens rroragadas v sutorerretusbles o bien ruede
ciclarse g dar oriden a un radical libre endoreroxido aue es suscertible de
ser dedgradado, Uno de estos rroductos de dedradacion es el malondialdehido
gl cuzl se origina de sauellos &cidos grasos aue en su  estructurz tensgan

ror lo menos tres .insaturaciones (8later 1984; Haliwell s Gutteridge 1984).

Se ha descrito eue 13 esrosicidn de 1las ratas albines 2 ls iuz
continvaseroduce en 1a retina 1l disminucidén en la concentracion de los
scidos grasos Poliinsaturgdns rarticularmente del 3cido docosahexanoico
(2216)y asi como el subsecuente aumento en 13 rroduccidn de los dienos
conJugadoss v del malondisldehido (Joel v cols. 1983y Wiedand 4 cols.
1983).  Asimismor los niveles de vitaminz E en las retinas de estas ratas
disminuwen a3l 30/ de sus valores normeles cusndo son exruestas durante 2
dizs 2 la luz continua (Joel w cols, 1983)s efecto aue se relaciona con el
rerorte de Kagan aue muestra aue en las ratas deficientes en vitamina E u
aue han sido mantenidas bado luz de 2lts intensidads se acumulan productos
derivados de 12 peroxidacién liridicas asi como se observa une disminucidn

de 13 actividad eléctrices de la retins (Kadan 9 cols. 1981).

El control de las reacciones reroxidativas en la retins es de crucial
imrortancias, rarticularmente en los fotorrecertoress us gue éstas células
son extremsdamente suscertibles a sufrir dafio reroxidativo debido ror una
rarte 8 la 2ltas rrororcidn de acidos drasos roliinsaturados eresentes en

13s membranas de los sedmentos externos (Deemen 1973s Andersen 1974) ¢ &
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eue la retine es un tedido con un 3lto metabolismo oxidativasy lo cual
aunado 3 la alta resctiyidad de ls rodorsina 2 la luz rodrisn llevar a la
formacidn de radicales libres caraces de iniciar ¥ rropadar la reroxidacidn

liridicas causando zsi la rérdids de 12 intedridad membranal.

En nuestra rreraracién dé segmenébs externosy la,qu induJo un aumento
en los niveles -de reroxidacién de los liridos medidos 2 través de la
formacidn del mslondizldehido. L& rresenciz de i{aurina e hirotaurina en el
medio de inpubacién rrevino tanto del. asumento en 1la deneracién de
liroreroxidosy como del dafic estructural de los segmentos  externos
ocasionsdo ror la luzs lo ‘cual rodris suderir cue la taurina ederce su
efecto rrotector en estas células actuando 2 manera de un antioxidente,
Sin embardos» esta rrorosicién no se ve arosade ror los exrerimentos
llevados 2 cabo con las sales de fierro en donde se mostré eue ni 1a
taurina ni ls hirotaurinz evitaron el aumento en 1z acumulacidn del

malondisldehidos adn cuando 5i.rrotegieron de 12 degeneracién membranal,

Alvarez y Storew han mostrado aue tanto estos dos. aminoédcidos
azufradoss como 12 albtmina son caraces de rreservar 1a movilidad celular
de los esrermatozoides de conejo; 2si como de erevenir el aumento en la
producciln de lirorerlxidos asociado con estos efectoss que ocurre bado
condiciones oxidativas eue rromueven 13 reroxidacidn de los liridos de 1las

N
membranas .de estas células ¥ aue reducen 1a caracidad de los
esrermatozoides rars moVélizarée (Alvarez ¥ Storew 1983). For otrs rarte

el druro de Chen 4 <colaboradores han descrito aue bado diferentes

condiciones exrerimentales aue generan radicsles libress; se produce 1s
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disminucién de ciertos fosfoliridos membranzles notsbles ror contener en su
estructurs una alta prororcitn de 4cidos drasos roliinsaturados de cadena
largay asi como un 3sumento concomitante en 1a concentracidn de acidos
drasos libres (Chen w cols, 1983,1984), Asi-la liberscién de los d&cidos
grasos roliinsaturados de las membranas que han sido dafiadas ror diversos
mecanismos aue deneran radicales libres (luzs 02y Fe2t) rodrien iniciar una2
serie de resacciones aue conduderan ‘é 1z rroradaciftin de las reascciones
reroxidativas con el subsecuente dafio celular irreversible, Aaul cabe
sefizlar la relacién existente entre el efecto rrotector ¥ antireroxidativo
nue edJercieron tantoc 1z taurine como 1z albdmine en el modelo de
dedeneracién membranal inducido por 13 1luzs con el hecho de aue la
dedeneracion retinisna ocasionads ror 13 deficiencia de taurins en los
datos neo ocurre cusndo se utiliza s la albémina en la dieta como fuente

rroteics (Haves v cols. 1975),

Como es bien sabido una de las caracteristicas mas sobreselientes de
1z albéminz es su anrlia caracidad eara unir &cidos grasos libres (Srector
1975)s ror lo eue existe la rosibilided de eue el efecto rrotector edercido
ror la taurins estuviers relscionsdo con 1z interaccién de los 4cidos
drasos de las membranasy efecto aue rodria ocurrir ya Sea directamente o
bien @& través de otrz macromoléculass como eroteinss de membrana. Se sabe
aue el transrorte @ liberscidén 2 través de la2s membranas de ciertos
aminodcidos .como 13 rrolines el GARA» el &cido glutémico o ls taurins se
ven afectados ror lz rresencia de 4cidos libres {Rhoads 1982,1983sy Troeder
u cols, 1984), Se ha rerortado ssimismd aue en cédlulas de retinoblastomas

el funcionamiento de 13 rroteins acarreadora de la taurina se ve afectado
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ror los cambios en le comrosicién de los &cidos grasos de las membranas
(Yorek 1984)., Ls Posibiliﬁgd de gue 1z taurina ederzas su efecto rrotector
8 través de wunz intersccidn con los écidos drasossy se ve arouwada rom
exrerimentos recientes aue muestran un efecto rrotector de la taurinz v ls
hirotaurina sobre lz destruccidn de los segmentos externos aeue han sido
mantenidos en rresencia de los &cidos arsauidénico @ docosshexanoico

i

{Resultados no rublicados)

Es iﬁportante hacer notar que muchos de los efectos descritos rars el
aminodcido sonAdE?endiéntes de la rresencia de ciertos iones del medioy lo
cual muestra cue la taurins rarticira en la regulacion de 1la wrermeabilidad
ibnica de. las células, La +taurina modifica 1lz unidén de calcio 3 ias
membranas de la retihar incrementando la carture de cslcio derendiente de
enerdia en téntq; aue bloauea 12 rermeabilidad rasiva 2 este catidn
(Pasantes-Norales 1?}9:1982); asimismo modifica ls salids de rotasio del
axén nervioso (Gruener ¢ Bruant 1973) 4 rereviene el incremento en el
infludo de asgua d bicarhonato inducido =or la luz que se observa en los
sedmentos extEfnos exPuestos_é lz iluminacidn continua (Fasantes-Morzles ¢
cols. 1981). Nuestros resultados muestran aue el efectd estabilizador de
1z taurins observédo en el modelo de dedeneracidn membranal inducido ror el
sulfato ferrosos derende de la rresencia de cslcio en el medios siendo
reducida su a:cién cusndo este cetidn se encuentra ausente ¥ ederciendo un
efecto més potente cuando 1a concentracién de calcic es sumentada, Rado
esteas condiciones exrerimentales el amincécido rrevino del sumentoc en la
acumulacién de agus que se rrodudo como consecuencig’del dafio reroxidativo.

En un estudic rrevio habiamos rerortado que 1z solz rresencisz de taurins
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era una condicién suficiente rarz mantener ‘1z estructura  de los
fotorrecertores cuando estos fueron mantenidos en wn medio libre de calcio
4 con EGTAs bado lo cusl se rroduce el hinchamiento de las células u la
rrotrusidn del contenido citorlésmico de estas (Fasantes-Morales u Cruz

1982) .

Las evidenciss exrerimentales mostradas en condunto muestran aue
cualesauiers aue sean los mecanismos intimos baJo los cuales actus la
taurinas ya sea a2 tiravés dé una accidén directa sobre los Frrocesos
reroxidativoss suprimiendo l2 deneracidn w/o rroradacitin de la reroxidacion
liridica o bien rreviniendo el dafio membranal mediante el control de la
rermeabilidad idénicas desempefiz un rarel clave en el mentenimiento de lsa

gestructuras de los fotorrecertores.
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