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I.- IN T Ro o u e e I o N 

1 - MORFOLOGIA Y LOCALIZACION DEL EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RE

TINA 

El epitelio pigmentario de la retina (EPR), es una capa 

celular importante del sistema visual, vital para el mantenimien

to de la integridad de las células de la retina sensibles a la 

luz, los fotorreceptores. 

El EPR está situado entre la coroides y la retina, íntima

mente asociado a los fotorreceptores IFig. 1 y 2). 

Histológicarnene el EPR consiste de una rnonocapa continua de 

células, que comienza en el borde inicial del nervio óptico y se 

extiende periféricamente hacia la Q[ª §~rrª!ª• zona en la cual 

termina la retina. En la reg"ón anterior a la Q[ª §~[[ª!ª' el EPR 

se continúa corno el epitelio pigmentario del cuerpo ciliar (Eªrg 

EJ:.§.!J.§.) (Fig 1). 

En 1833 Whorton Jonesc•tado •n 76 describió la 

del EPR, demostrando que este epitelio es una capa 

morfología 

simple de 

células poligonales con aspecto hexagonal. Las células del EPR al 

igual que otras células epiteliales son asimétricas (Fig.3). Esta 

asimetría es esencial para muchas de las funciones llevadas a 

cabo por las células. La superficie apical del EPR que mira hacia 

la retina sensorial, está cubierta por procesos parecidos a 

rnicrovellosidades, de 60 a 95 ~m de largo; estos procesos se 

asocian estrechamente a los fotorreceptores, y se extienden hacia 

los segmentos internos 6 (Fig. 4). 

En sti superficie lateral, cada célula de EPR está unida a su 

vecina por uniones intercelulares estrechas y desmosomas en 
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banda. Este complejo de unión, también llamado de barra terminal, 

está localizado cerca de la región apical de la membrana plasmá

tica e impide la difusión de moléculas de gran tamano a través 

del espacio entre células adyacentes. El sistema de barra termi

nal es el responsable de mantener la barrera hemato-retiniana a 

nivel del riego sanguineo coroidal 76 

La membrana plasmática de las células f otorreceptoras y las 

del EPR no poseen puntos de contacto, y estan separados por el 

espacio subretina1; constituido por una capa de matriz viscosa 

extracelular6 •e3 . Las células del EPR tienen un color pardo 

oscuro debido a sus gránulos de melanina. Las observaciones 

histológicas muestran que las células del EPR son más altas y 

contienen más melanina en la zona macular que en la periferia. 

Esto está de acuerdo con la observación de que la mácula tiene 

una apariencia más oscura que otras regiones retinianas76
. 

En la región basal del EPR, existe un complejo pentalaminar 

llamado la membrana de Bruch {Fig. 3). Los estudios con microsco

pia electrónica han demostrado que este complejo está constituido 

por la membrana basal del EPR, formado por una capa de colágena 

interna, la capa elástica media, la zona de colágena externa y la 

membrana basal de los coriocapilarese3 • 

El núcleo de la célula pigmentaria se localiza en la porción· 

basal y mide aproximadamente de 8 a 12 µm de diámetro7~. 

de las células contienen varios núcleos , especialmente 

Muchas 

en la 

región de la Q[ª e~rrª!ª donde la relación de células mononuclea

das y binuceladas es del orden de 30:16 e. En general el núcleo de 

la célula presenta un patrón de cromatina difusa y puede contener 

1 o 2 nucleolos. Los microtúbulos y filamentos de 10 nm de 
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diámetro parecen intervenir en el movimiento de organelos, Y ser 

constituyentes del citoesqueleto~ª. 

2 - FUNCIONES DEL EPR. 

La estructura del EPR esta intimamente relacionada con 

muchas de sus funciones, que pueden clasificarse como funciones 

fisicas, ópticas, bioquimico-metabolicas y de transporte76 . 

Las funciones fisicas del EPR consisten en mantener una 

barrera de protección de la retina neural al paso de moléculas 

procedentes de la circulación coroidal, asi como ofrecer una gran 

fuerza de adhesión retina-EPR a través del transporte (bombeo) de 

fluidos especificos y la sintesis de algunos mucopolisacáridos 

hacia el espacio subretinal47 • 48 • e 4 Las microvellosidades del 

EPR también podrian intervenir en esta adhesión por su relación 

estructural tan estrecha con los segmentos externos de los 

fotorreceptores- 6 • 

Las funciones ópticas que realiza el EPR consisten en dismi

nuir la luz dispersa, lo que mejora la resolución de las ima

genes, y absorber la energía luminosa por medio de los gránulos 

de melanina. Asimismo actúa como una barrera pigmentada para 

prevenir el daño fótico que causaria un exceso de luz,.que podría 

traducirse en una disminución de la resolución de la imagene9 • 

La función bioquímico-metabólica del EPR es la de 

fagocitar paquetes de discos de los segmentos externos de los 

fotorreceptores (Fig. 4) 46
• El desprendimiento de los discos, 

definido como la eliminación de los discos del extremo 
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,_ 
distal de los segmentos externos de conos y bastones, incluye la 

separación de grupos de discos, los cuales son fagocitados por 

las células adyacentes del EPR7 e. Se estima que cada célula del 

EPR podría fagocitar en promedio los segmentos externos de 30 a 

45 fotorreceptoresee. A este respecto, los estudios de Young 

(1971)c•t•ao •n 76 en el mono rb~§~§. indicaron que cada bastón 

sintetiza de 80 a 90 nuevos discos del segmento externo cada 24 

horas y el número de discos fagocitados por una célula de EPR 

diariamente es 2,000 en la parafovea, 3,500 en la perifovea y 

aproximadamente 4,000 en la periferia. Esto se debe a que la 

relación entre las células del EPR y los fotorreceptores no 

siempre es 1:17 .... 

Young y Bok en 1969c•t•0 o •n usaron el término fagosomas 

para la inclusión de cuerpos con material de bastones y notaron 

que cada cuerpo estaba rodeado por dos membranas celulares sepa

radas, la primera, 6 membrana interna, derivada del segmento 

externo del fotorreceptor, la segunda o membrana externa, deriva

da de la célula del EPR. 

Las células del EPR contiene numerosas enzimas hidrolíticas 

en sus lisosomas, que intervienen en la degradación de los restos 

de las membranas obtenidas de los segmentos externos de los 

fotorreceptores. Al fagocitarlos, en el interior celular se 

generan fagosomas, los cuales contienen dichas membranas. Poste

riormente éstos se unen a los lisosomas y forman estructuras 

especializadas llamadas fagolisosomas, en los que se degradan las 

membranas fagocitadas67 • Por otra parte, el EPR metaboliza por 

esterificación, almacenaje y transporte, los precursores de los 

pigmentos visuales como la vitamina Ae y contiene enzimas como la 
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tirosinasa que interviene en la síntesis y renovación de los 

gránulos de melanina76 . 

Las funciones de transporte que realiza el EPR, son la de 

llevar numerosos metabolitos hacia y desde las células retinianas 

a la circulación coroidal, entre los que se encuentran aminoáci

dos como la taurina y la metionina y azúcares como la glucosa37 • 

~7 Asimismo participa en el bombeo iónico, importante para 

mantener el equilibio electroquímico del espacio subretiniano~e-

3 -CULTIVO PRIMARIO DEL EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA 

Se ha conseguido aislar•" 1 " y cultivar7 • 1o. 1 1. "''" 27. 

...... 70 • 71 el EPR, como un método útil para el estudio de sus 

funciones biológicas, especificamente con el fin de esclarecer 

los factores que afectan la fagocitosis de los segmentos externos 

ee. e.e Los co-cultivos de EPR-retina se consideran un sistema 

adecuado para el estudio de la influencia que ejerce el EPR sobre 

la estratificación y diferenciación de las neuronas retinales y 

esta técnica ha permitido proponer modelos para explicar la 

proliferación y diferenciación de las neuronas de la retina del 

pollo70
• 

71 

Los cultivos primarios se han utilizado también para es

tudiar las caracteristicas metabólicas del EPR del humanc1 7 y su 

modulación fenotipica por influencia de otros tejidos27 . Otros 

conocimientos derivados del uso de esta técnica se relacionan con 

el transporte de metabolitos 10 , así como con la presencia de 

receptores•~· 1e. 30. 31 
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4 - RELAClON EPR-RETINA 

Durante el desarrollo embrionario, el diencefalo, la segunda 

vesicula cerebral, da origen a las copas ópticas. La zona de la 

vesícula óptica opuesta a la superficie del ectodermo prolifera y 

forma una depresión que invagina la porción distal y media infe-

rior lo que constituye la copa óptica, mientras que la superficie 

ectodérmica da origen a la vesicula del cristalino, que ocupa la 

concavidad de la copa óptica. La pared externa de la copa óptica 

permanece como una capa de células cuboidales que da origen al 

epitelio pigmentario de la retina, al cuerpo ciliar y al iris. La 

pared interna de la copa prolifera y da origen a la retina, al 

epitelio ciliar no pigmentado y al epitelio posterior del iris•. 

En las etapas primarias del desarrollo embrionario, el fondo 

de la copa óptica que da lugar a la retina y la capa externa que 

da lugar al EPR son equipotenciales. El transplante del epitelio 

pigmentario o de retina en el estadio de copa óptica a distintas 

regiones del encéfalo embrionario, demuestran que tanto una capa 

como otra tienen la capacidad de generar tanto tejido carac-,, 
teristico de la retina como del epitelio pigmentario6 • 76 . 

La futura retina pierde la caracteristica de transformarse 

: J en epitelio pigmentario en el estadio que precede a su estratifi-

·cación. El epitelio pigmentario conserva durante bastante más 

tiempo la facultad de transformarse en retina•, un fenómeno 

denominado "metaplasia" o "transdiferenciación". Esto significa 

que el epitelio pigmentario tiene la capacidad de diferenciarse 

en retina neural en el caso de que durante el desarrollo embrio-

nario la retina llegara a dañarse. 

16 



b > fü:! ±ª r.~!ine ª!;!.!!±!-ª. 
La comunicación entre el epitelio pigmentario y la retina, 

es indispensable para el buen funcionamiento del proceso visual. 

En los bastones el proceso de fototransducción comienza con 

la incidencia de un fotón sobre la rodopsina (Fig. 5), proteína 

integral de la membrana de los discos de los fotorreceptores, que 

es sensible a la luz. El 11-cis retinal es el grupo prostético de 

la rodopsina; las células del EPR incorporan el trans-retinal del 

plasma por un proceso que se supone es mediado por un receptor de 

membrana 7
. El trans-retinal es isomerizado a 11-cis-retinal y 

posteriormente esterificado a 11-cis-ester. El 11-cis-ester puede 

ser hidr.olizado y el alcohol formado es entonces oxidado por una 

deshidrogenasa estereoespecífica a 11-cis retinaldehido. El 11-

cis-retinaldehido es transferido a los segmentos externos de los 

fotorreceptores para posteriormente incorporarse a la opsina y 

formar la rodopsinae. El 11-cis-retinal parece ser especifico 

del EPR ya que no se requiere en otra región del organismo. 

Una de las actividades más importantes del EPR es su parti

cipación en el recambio de los segmentos externos de las células 

fotorreceptoras, al fagocitar paquetes de discos En ratas con 

distrofia hereditaria de la retina, la actividad fagocitica se ve 

severamente reducida, lo que ocasiona la acumulación de membranas 

de los segmentos externos en el espacio subretinal y por 

consiguiente, la degeneración de los fotorreceptores 67 • 73 • 

También se pone de manifiesto la interacción EPR-retina en 

la respuesta eléctrica de la retina, puesto que la onda "a" del 

electrorretinograma (ERG) (Fig. 6) se origina en la capa de los 
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fotorreceptores, y la onda "b"se genera principalmente por la 

actividad de las células bipolares "on" y células de Müller y la 

onda "c" proviene principalmente de la despolarización de la 

membrana apical del EPR76 (fig 6). 

5 - COMUNICACION ENTRE EL EPR Y LA RETINA 

La taurina (ácido 8-amino etanosulfónico) se encuentra en la 

mayoría de los grupos de vertebrados mientras lo contrario sucede 

en casi todos los tejidos de vegetales. Se presenta en concentra-

ciones muy elevadas en la mayoría de los tejidos excitables: 

músculo (estriado, liso y cardiaco), SNC, retina, glándulas de 

secreción, páncreas, bazo, y en otros como el riñón, leucocitos y 

plaque~as2•· e 7 • Es uno de los aminoácidos libres mas abundan~es 

en la célula, ya que no se incorpora en otras macromoléculas y 

no interviene en reacciones metabólicas, excepto por su conjuga-

ción con el ácido cólico para formar ácido taurocólico en el 

hígado2 e. 

¡.;¡ 
La vía metabólica para la síntesis de la taurina en los 

tejidos animales (Fig. 7) es a partir de un precursor endógeno, 

1~ el aminoácido azufrado cisteína. En el tejido nervioso,· la via 

·~ predominante se inicia con la oxidación de la cisteina por acción 
..... 

de la dioxigenasa de la cisteina que produce acido cisteín 

sulfínico, el cual se descarboxila por una enzima dependiente de 

la vitamina B6, la cistein sulfinato descarboxilasa (L-cistein 

sulfinato carboxi-liasa) (CSD), que forma hipotaurina. La oxida-

ción de la hipotaurina es el paso final de la vía y parece 

producirse sin catálisis enzimática. La eso es la enzima 
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reguladora de la viae7 • 

En algunos organismos como gatos y monos, la enzima prácti

camente no existe, por lo que dependen de la dieta para el mante

nimiento de la concentración normal de este aminoácido6~. 

Los niveles de taurina en la retina de los vertebrados son 

marcadamente altos, en el intervalo de 10 a so mM, existen varia

ciones entre las especies6 ': las retinas de animales no mamífe

ros, peces, aves y anfibios, muestran niveles relativamente bajos 

comparados con los mamíferos. La concentración de taurina en la 

retina de casi todas las especies de vertebrados, es más elevada 

que la del cerebro y de otros tejidos del mismo animal. Los 

altos niveles fisiológicos de taurina en la retina parecen ser 

necesarios para mantener la estructura y función oe las células 

visuales, asimismo ejercen un efecto protector sobre éstasee. In 

~i~Q. un decremento en la concentración del aminoácido en la 

retina, producido ya sea por una dieta deficiente en taurina o 

bien por bloqueadores del transporte de este aminoácido, produce 

una marcada alteración de la estructura de los fotorreceptores, 

seguida por disfunciones severas de la retina66 . La capa de 

fotorreceptores contiene la concentración más alta de taurina en 

la mayoría de los vertebrados, ya que represerita del 6b al 70 1 

del contenido total de taurina en la retina. Asimismo se ha 

demostrado que la taurina se libera de los fotorreceptores por 

estimulación luminosa, hacia el espacio subretiniano61 , desde 

donde el EPR la transporta activamente a la coroides~7 • 

La concentración de taurina en la retina de casi todos loE 

vertebrados, aumenta durante el desarrollo postnatal 2 , en claro 

22 



contraste con lo que ocurre en el tejido cerebral de las mismas 

especies, donde se observa un decremento en los niveles de este 

aminoácido. El curso temporal del incremento de taurina en el 

desarrollo tardío corresponde con la diferenciacion de los 

fotorreceptores, lo que sugiere que este incremento corresponde a 

su acumulación en estas célulase7 . 

bl gi 2fiQQ ~1~~2mifQ fQIDQ EQ§i91~ m~D§ªl~rQ: 

El glutamato es un aminoácido no esencial (Fig 8), que posee 

un poderoso efecto excitador sobre la mayor parte de las neuronas 

del SNC y se sintetiza en el sistema nervioso principalmente a 

partir de la glutamina por medio de la enzima glutaminasa 17 • 

Werman en 196674 estableció seis criterios básicos para que 

un compuesto pueda ser considerado como neurotransmisor: 

ll su presencia en terminales sinápticas, 

2) la presencia de un mecanismo de síntesis, 

3) un sistema de recaptación de alta afinidad dependiente de 

Na•, 

4) el sistema de liberación del compuesto, 

5) identidad farmacológica,· 

6) inducir el mismo resultado que el transmisor natural en la 

célula postsináptica. 

El ácido glutámico reune la mayor parte de estos criterios 

en las neuronas del SNC de los vertebrados ... ": 

El ácido glutámico representa del 10 al 153 de la poza de 

aminoácidos libres, su concentración es de aproximadamente 4 

µmol/g. en la mayoría de las celulas de los vertebrados6 '. 

Las enzimas que catalizan la síntesis del glutamato, se 
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hallan concentradas en los segmentos internos de los:fotorrecep

tores, lo cual podría indicar la participacion de este compUesto 

como neurotransmisor""'· 

El ácido glutámico se acumula en la retina por un sistema de 

captación de alta afinidad que depende de la presencia de sodio. 

Los estudios autorradiograficos retinas de rata y conejo• 7 

indican que el ácido glutamico se acumula preferentemente en las 

células gliales. También se ha registrado su acumulación en 

fotorreceptores de varias especies72 . Brandon y Lam en 1983 

propusieron al ácido glutámico como candidato a neurotransmisor 

en los conos de la retina de rata. En cuanto a la liberación 

estimulada por despolarización, el ácido glutámico se libera de 

los fotorreceptores aislados, en forma dependiente de ca••2e. 

Por otra parte con respecto a su relación con el EPR se ha 

demostrado que el L-glutamato estimula el desprendimiento de los 

discos de los fotorreceptores"·e, y se ha sugerido que los ami

noácidos excitadores actúan via un receptor del tipo del ácido 

kainico para inducir el desprendimiento de los mismos~; la loca

lización celular del receptor propuesto se desconoce' y e;:iste la 

posibilidad de que se localice ya sea en la células fotorre

ceptoras o bien en las del EPR. 

La clasificación de los receptores de glutamato basada en 

estudios bioquímicos y electrofisiológicos, señala la existencia 

de dos grandes grupos: el activado por N-metil-D-aspartato 

CNMDA), cuya acción se inhibe en presencia de Mg•• •20 •, y un 

segundo tipo de receptor activado por otros agonistas como el 

kainato (KA), el quiscualato COA) y el ácido L-2-amino-4-fosfono-
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butirico !APBJ; •::ste último grupo es relativamente insensible a 

las altas concentraciones de Mg•·•~0 >. 

El ácido kaínico y otros agonistas de los aminoácidos 

excitadores causan la liberación del ácido aspartico, ácido 

glutámico y taurina de los fotorreceptores y del ácido gamma 

ámino butírico (GABA) y glicina de la capa plexiforme interna de 

la retina. Con excepción del GABA, estos agentes en altas concen

traciónes, pueden causar el desprendimiento de los discos de los 

fotorreceptores en ~~n~E~§ §E~. por un mecanismo dependiente de 

Ca••, lo que apoya la posibilidad de que el agente endógeno 

relacionado con el desprendimiento pudiera ser probablemente el 

mismo glutamato. 

cJ B§f~E!2r~§ ª E9§iQ1~§ !rªn§mi22r~§ gfB=r~!iDE· 
Los receptores a sustancias neuroactivas son macromoléculas, 

generalmente proteínas oligoméricas integrales de la membrana 

plasmática, cuya interacción con el ligando natural u otros 

análogos, genera una respuesta. Existen dos mecanismos básicos a 

través de los cuales la activación del receptor genera cambios en 

la célula: ionotrópico y metabotrópico 16 • El ionotrópico implica 

que el receptor esté acoplado a un canal iónico que se abre al 

interactuar el transmisor con el receptor. En el mecanismo meta

botrópico, la interacción transmisor-receptor resulta en la acti

vación de una enzima amplificadora por lo general la adenilato o 

guanilato ciclasa, a través de una proteína G La adenílato 

ciclasa convierte el ATP en AMP cíclico y la guanilato ciclasa 

convierte el ATP en GMP ciclico. En general este segundo mensaje

ro se une al componente regulador de una proteína cinasa , enzima 
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que activa respuestas celulares, al añadir grupos fosfato (PO.-) 

a ciertas proteínas 17 . 

Otra ruta metabotrópica generada por la interacción del 

mensajero con su receptor, es por activacion de la enzima fosfo

diesterasa CPDE) que transforma el 4,5-difosfato fosfatidil

inositol en un par de segundos mensajeros: el diacilglicerol (DG) 

y el trisfosfato de inositol (JP3). Por una parte, el JP3 induce 

la movilización de iones ca•• del reticulo endoplásmico, mientras 

que el diacilglicerol activa a la proteína cínasa-C que tiene 

capacidad de fosforilar a otras moléculas26 • 72 • La activación de 

la PDE puede o no llevarse a cabo por medio de una proteína G. 

Una "lez desencadenada la respuesta biológica, se produce la 

disociación del complejo ligando-receptor y la subsecuente 

tivación del ligando ya sea por recaptura en terminales 

nales o glia y/o su catabolismo mediante enzimas 

degraden26 . 

inac-

d) gri!~ri2§ EE[E Qi§!iD~Yir 12§ r~f~E!QI~§ º~ r~f2E!2f!QD º~ 19§ 

EQ§!§!DeE!ifQ§. 

La técnica para la medición de receptores postsínápticos !D 

!!!Y .. que emplea un radioliga~do, fue desarrollada originalmente 

para el estudio de interacciones hormona-receptor y aplicada a 

los aminoácidos por Snyder y Bennett 6
', y ha sido usada frecuen

temente para diversos neurotransmisores. Esta técnica consiste en 

cuantificar la interacción del mismo neurotransmisor propuesto o 

de un agonista o antagonista especifico, de alta actividad espe

cífica, con las membranas. Para receptores de aminoácidos, cuan

do el radioligando es el mismo aminoácido, es necesario discrimi-
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nar entre los sitios de unión postsinapticos y los sitios de 

recaptación del compuesto. Es posible hacer esta diferenciación 

por medio de manipulaciones técnicas al medir los sitios de 

unión, así como por la caracterización farmacológica de la inte-

racción. Así la unión del ligando a los sitios de recaptación, 

requiere de Na• depende de la temperatura, y los sitios se 

inactivan con la congelación, mientras que la unión a los recep-

tores sinápticos no se afecta por el Na+, no depende de la tempe-

ratura50
, y en ocasiones se hace más evidente al congelar y 

descongelar las membranas. 

1 ¡ 
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II • O B J E T I V O 

como puede inferirse de los datos expuestos en la 

introducción, una de las funciones m~s importantes del EPR es la 

fagocitosis de los discos de los segmentos externos de los 

fotorreceptores, que mantiene así un equilibrio entre su síntesis 

y su degradación; sin embargo, se sabe muy poco acerca del meca

nismo de comunicación que media la respuesta fagocitica entre 

células de la retina y las del EPR. 

Al considerar la existencia de un mensajero químico liberado 

por la retina, el cual induce una respuesta en el EPR, debe 

existir el correspondiente receptor en la célula epitelial que 

medie la respuesta fisiológica. Por consiguiente, el objetivo de 

este trabajo es identificar y caracterizar los receptores a 

taurina, ya que se ha demostrado que se libera en respuesta a la 

luz, y por lo tanto podría actuar como transmisor. Tambi'én 

los receptores a glutamato, propuesto como neurotransmisor 

excitador en la retina incluyendo los fotorreceptores y del que 

se conoce que aumenta el desprendimiento de los -discos. Esto 

~ durante el desarrollo embrionario en cultivo primario de células 

de EPR de pollo. 
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III.- M A T 1 RIA L 1 S M 1 T O O O S 

9~11i~Q. Se utilizaron embriones de pollo (White Leghorn) de 

7 días de desarrollo embionario a los cuales se les extraJó la 

copa óptica en condiciones estériles; a ésta se le hizo un corte 

ecuatorial, desechando la parte anterior, y de la posterior se 

extraj6 el EPR. Se lavo el tejido obtenido con Ringer Krebs 

bicarbonatofKRB), compuesto por: NaCl 118 mM, KCl 4.7 mM, KH2P0-

1.2 mM, cac1~ 2.5 mM, Mgso- 1.17 mM, glucosa 1.6 mM y NaHC03 35 

mM; centrifugando 5 minutos a 500 rpm a temperatura ambiente, la 

pastilla que se obtuvo se resuspendi6 en nueva solución Ringer y 

se centrifugó en las mismas condiciones. Se repitió la operación 

3 veces mas. La disociación de las células se hizo incubándolas 

con tripsina 0.133 en PBS 5 minutos a temperatura ambiente. Las 

células se sembraron en cajas Falcon de 20 cm2 con medio de 

cultivo Difco TC-199 con 103 de suero de bovino fetal inactivado, 

2mM de glutamina, 100 UI/ml de penicilina y 100 mg/ml de estrep

tomicina, a una densidad de 25,000 células por cm2 y se mantuvie

ron a una temperatura constante de 37- c. El cambio de medio se 

realizó a intervalos de 5 dias. 

QQ!~DfiQD g~ ffi§ffiQ[EDEe· Las células se cosecharon a los días 

de cultivo indicados para cada experimento. Después de eliminar 

el medio de cultivo y lavar con Ringer Krebs bicarbonato, las 

células se desprendieron mediante una espátula, y se resuspendie

ron en 5 ml de KRB. La resuspensión se centrifugó a 500 rpm 

durante 5 min, se desechó el sobrenadante y la pastilla de 
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Figura 9-
Cultivos primarios de células 
Pigmentario de la Retina. 
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células se 

bidestilada; 

objeto de 

homogeneizó a 4° C. en 20 volúmenes Cp)vf de agua 

la suspensión se mantuvo 15 minutos en hielo con 

inducir la ruptura total de las celulas por choque 

osmótico. Se centrifugó a 45.000 xg durante 20 min para sedimen

tar las membranas y se lavó 2 veces resuspendiendo por homogenei

zación. Finalmente, las membranas se congelaron durante un minino 

de 48 hrs. a -70° C, o bien se emplearon frescas para los ensayos 

de medición de receptores. 

Los receptores se midieron por la unión espe-

cifica de un radioligando tritiado (glutamato-H3 ó t~urina-H3 ) a 

las membranas de células cultivadas durante 16 y 25 días. Los 

ensayos se realizaron por el método de filtración con filtros de 

fibra de vidrio Whatman (GF/Bl. Las membranas se homogeneizaron 

en Buffer Tris-HCl 0.1 M a un pH de 7.4 con o sin NaCl 118 mM, y 

a temperatura de 4° O 37° e, para dar una concentración aproxima

da de proteína de 0.2 mg/ml. Los aminoácidos marcados se añadie

ron a una.concentración de 50 nM con variaciones según el experi

mento. La unión inespecifica se tomó como la radiactividad que 

permanece unida a las membranas en presencia de 1 mM de los 

compuestos fríos, agonistas o antagonistas. 

Los filtros se disolvieron en 10 ml de Tritosol 12 y la ra

dioactividad se midió en un contador de centelleo liquido. La 

concentración de proteína se determinó por el método de Lowry y 

col"4 • 

La taurina-H3 (Act Esp 20-30 Ci/mmol) se obtuvo de 
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New England Nuclear CBoston, MA, USA.) y el acido L-glutam1co-H 3 

IAct Esp 48 Ci/mmoll se obtuvo de Amersham lnternational PLC 

IAmersham, UK). Los filtros de fibra de vidrio {GF/BJ se obtuvie

ron de Whatman. El medio de cultivo TC-199 y el suero de bovino 

fetal se adquirió de Difco CDetroit, Michigan, USA). Los demás 

reactivos fueron de Sigma Chemical Co. {St. Louis, MO., USA. J. 

" ' 
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IV.- R E S U L T A O O S 

1.-~~IQ~ Qg I~~E!~6=~3 

Ef§f!Q Q~ le fQDf~D!reflQD Q§ P[Q!~iDe ~QQ[~ 1ª gn1QD Q~1 Jigªn= 

QQ. Variando la concentración de proteina de 50 a 350 ug/rnl, se 

mostró una unión especifica óptima en el nivel de 20 a 35 

ug/ensayo. Por consiguiente todos los demás experimentos se rea

lizaron a esta concentración, en los cuales el nivel de unión 

especifica alcanzó el 403 de la unión total (Fig. 10). 

gf§f!2 de 1ª !§!!!!?~rª!grª y 2~.! ~ª·. Con el objeto de determi

nar si la unión de taurina al EPR mostraba características simi

lares a los receptores de tipo postsináptico o de recaptación, 

descritos previamente en el sistema nervioso centrGl y la retina, 

probarnos el efecto del Na• (118 rnM NaCl) y de la temperatura 

sobre la unión, en membranas frescas y congeladas. Estos experi

mentos se realizaron a dos diferentes edades del cultivo: en un 

estado no confluente (16 DIV) y en un estado confluente (25 DIV), 

con el objeto de determinar si los cambios en el desarrollo 

afectaban las propiedades de la unión al receptor. Se obtuvo una 

mayor unión de taurina en membranas congeladas que en membranas 

frescas, independientemente de la presencia de Na•, en todas las 

condiciones exploradas (Fig 11). Sin embargo, la unión se incre-

mentó (30-40 3) cuando los ensayos se realizaron a una 

temperatura de 37°C, comparada con la de 4°C. en todas las condi

ciones. 

f~!:Yª 2§ ~ª!grªEiQD 2~ .!ª ~DiQD 2§ !ª~!:iDª=~3 • La unión de 

taurina-H3 a membranas de EPR se estudió en un intervalo de 
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concentraciones entre 25 nM y 2µM. La union especifica fue 

saturable y reversible IFig. 12) con una K9=237 nM y una Bm •• =2.8 

pmol/mg de proteina. El anélisis de Scatchard de los datos indicó 

la presencia de una sola población de receptores de alta afini

dad. 

f§r~§f212~i§ Q§ 1§ ~Di2D Q§ !§~riD§=~3 • Se usó una serie de· 

compuestos que tienen influencia sobre el efecto fisiológico de 

la taurina, como inhibidores,a una concentración de 1 mM, de la 

uni6n específica de 50 nM de taurina-H3 . Se obtuvo una eficien

cia en el desplazamiento en el siguiente orden: taurina > estric

nina glicina = 6-alanina > GABA > bicuculina L-glutamato. 

Debido a que la taurina, la glicina y la estricnina tuvieron la 

misma eficiencia a una concentración de 1 mM, se determinó su 

ICeo probando nueve concentraciones: 5, 10, 50 , 100 y 500 nM; 1, 

10 y 100 µM y 1 mM de estos compuestos en presencia de taurina

H3 a una concentración de 100 nM. Se calculó gréficamente el 

valor de sus ICeo : 252 nM para taurina, 630 nM para glicina y 

316 nM para estri6nina (Fig. 13). 

Efgf!.Q 

QQ..:. 

unión 

gg 1§ f.QDf§D!refiQD º~ ErQ!~iDª §QQr~ 1§ gni2D 9~1 lig§D= 

La concentración de proteína ne_cesaria para obtener la 

especifica óptima fue de 0.15 - 0.2 mg/ml. Debido a esto 

los experimentos posteriores se realizaron usando esta concentra

ción (Fig. 14). 
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DESPLAZAMIENTO DE LA UNION ESPECIFICA DE 

TAURINA-H3 POR DIVERSOS FARMACOS. 

COMPUESTO UNION ESPECIFICA ICeo 
( 1 rnM} (prnolas/rng de prot} ( nM 

TAURINA O.S6 + 0.8 2.S2 

GLICINA 0.47 + 0.04 630 

GABA 0.34 + 0.01 

f3-ALANINA 0.47 + 0.05 

L-GLUTAMATO 0.2S + 0.02 

ESTRICNINA o.so + 0.02 316 

BICUCULINA 0.31 + o.os 

Figura 13-
Farrnacologia de la union de taurina 

membranas congeladas de células de 16 dias de cultivo 
temperatura de 37°C. 
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Investigando el efecto del 

Na• en la unión del ligando en membranas congeladas, se obtuvo 

una mayor unión especifica de L-glutémico en presencia de 118 mM 

de NaCl a las dos edades de cultivo, en estado no confluente (16 

DIV) y en el estado confluente (25 DIV), siendo mayor a la prime

ra edad (Fig. 15). 

fin~!if§ Q~ 1§ ~ni2n Q~~ b=~1~!~~iE2=~3 - Variando la ·concen

tración del ligando· radiactivo en los niveles de 25 a 2000 nM, se 

obtuvo una unión saturable y reversible con una Bmax=3.2 pmol/mg 

de proteina y una Ke=333 nM. El análisis de Scatchard mostró una 

sola población de receptores (Fig. 16). 

Se estudió el 

efecto de agonistas y antagonistas esi~cificos de los receptores 

de L-glutarnato: L y D-glutarnato, L y D-aspartato, corno agonistas 

generales, el dietil ester del glutarnato (GDEE), antagonista de 

los receptores tipo Ouiscualato, el quiscualato (QA), agonista de 

los receptores tipo Quiscualato, el N-rnetil-D-aspartato (NMDA), 

agonista de los receptores tipo NMDA, el ácido 2-arnino-5-

arninofosfonovalerico (APV), antagonista de los receptores tipo 

NMDA, el kainato (KA), agonista del receptor tipo kainato y el L

glutarnato-4-rnonohidroxarnato, inhibidor de la captación de 

glutamato y el DL-aspartato-B-hidroxarnato, inhibidor de la capta

ción de glutamato corno inhibidores de la unión de L-glutarnato-H3 

50 nM. El orden en la potencia de desplazamiento de éstos 

compuestos utilizados a una concentración de 1 rnM fue el 

siguiente: L-glu ) L-Asp ) D-glu = D-Asp ) GDEE ) QA ) NMDA ) APV 

= L-glu-OH = DL-Asp-OH (Fig. ). 
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DESPLAZAMIENTO DE LA UNION ESPECIFICA DE 

GLUTAMATO-H"' POR COMPUESTOS ANALOGOS 

COMPUESTO 
(1 mMJ 

L-GLUTAMATO 

L-ASPARTATO 

D-GLUTAMATO 

D-ASPARTATO 

G D E E 

QUISCUALATO 

N M D A 

A P V 

OH-GLUTAMATO 

OH-ASPARTATO 

KAINATO 

UNION ESPECIFICA 
(pmol/mg de proteína) 

0.55 + 0.05 

0.36 + 0.03 

0.30 + 0.02 

0.30 + 0.03 

0.28 + 0.07 

0.25 + o.os 

0.20 + 0.06 

0.06 + 0.03 

0.05 + 0.005 

o.os + 0.009 

sin desplazamiento 

Figura 17-
Farmacología de 

congeladas de células 
37° c. 

la unión de glutamato usando membranas 
de 16 días de cultivo a la temperatura de 
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V.- D I S C U S I O N 

Se ha considerado la posibilidad de que un mensajero se 

libere de la célula fotorreceptora y desencadene la actividad 

fagocitica del EPR. La taurina está presente en altas concen

traciones en la retina y en el EPR, además de otros tejidos. 

excitables corno el SNC, el sistema cardiovascular y el rnúsculo24 • 

29 • 97 • A pesar de que a la taurina se le han adjudicado diversas 

acciones biológicas en estos órganos24 , se desconoce la función 

que pudiera llevar a cabo en el EPR. En el presente trabajo se 

demostró la existencia de la unión de taurina a células del EPR 

en cultivo primario. La unión a estos sitios fue independiente de 

Na•, aumentó después de.congelar las membranas y fue óptima a 

temperatura fisiológica (37° CJ, con una Ke=237nM El análisis 

cinético mostró la presencia de una sola población saturable de 

receptores de alta afinidad y baja capacidad (Fig. 12). 

Asimismo, se demostró la presencia de receptores de L-gluta

mato, de alta afinidad (Ke=333 nM) y saturables. El análisis de 

Scatchard indicó la presencia de una sola población de receptores 

tanto en los cultivos confluentes corno en los no confluentes 

(Fig. 16). 

B~f~E!Q[~§ e !egrine: La taurina se ha propuesto como 

neurotransmisor en el SNC22 • 32- 39 y en la retina37 • 6~, ya que 

se libera por estimules despolarizantes20 , además de ejercer un 

claro efecto inhibidor sobre las neuronas del SNC 24 y ser 

capturada por un mecanismo de alta afinidad y dependiente de 

Sin embargo no se ha descubierto la existencia de 
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receptores que muestren las caracteristicas descritas previamente 

para receptores postsinápticos. 

En el organismo adulto. el EPR se encuentra en estrecha 

relación con la retina, y participa en algunas funciones comunes 

con esta; asimismo se ha demostrado la influencia que ejerce el 

EPR en la organización de la retina durante su desarrollo•, y con. 

relación al desarrollo y diferenciación de los fotorreceptores, 

el transporte de taurina desde la sangre y a través del EPR hasta 

la retina parece ser esencial 2 • 76 • A este respecto, los trabajos 

de Scharschmidt y col. 63 indican que la membrana apical del EPR 

posee un mecanismo de cotransporte bidireccional taurina/Na•. 

El EPR también participa en la regulación iónica en el 

espacio subretina12~, de manera que una variación en la 

concentración de taurina aunada a un cambio en la concentración 

de K•, produce cambios en las propiedades eléctricas de las 

células epiteliales•'. 

Por otra parte, la luz induce la liberación de taurina de 

los segmentos externos de los fotorreceptores 61 , y produce el 

desprendimiento de los discosee y su subsecuente fagocitosis por 

las células del EPR•6 • 6 e. Debido a que la actividad retinal 

induce cambios en la concentración de taurina en el espacio 

subretinal, en este trabajo se ha tratado de determinar si este 

compuesto podría ejercer un efecto sobre el EPR a través de 

receptores específicos en la membrana. 

En este trabajo las características de la unión de taurina a 

membranas del EPR semeja en algunos aspectos a las descritas en 

la corteza cerebral 32 • • 0 , ya que la afinidad por el receptor es 
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similar (237 nMJ, aunque la capacidad maxima del sistema es mayor 

en el EPR (2.8 pmol/mg. de proteinal (Fig. 12). La uniOn es 

independiente de Na• y es mas evidente en membranas congeladas 

IFig. 11), lo cual esta también de acuerdo con las caracteristi

cas de los receptores sinápticos en el sistema nervioso central 

(SNC). Sin embargo la unión se incremento al aumentarse la tempe

ratura; esto podría deberse a una suma del efecto de los recep

tores de recaptación y los de la postsinapsis, en contra de lo 

que ocurre en el SNC, donde la unión a estos receptores dismi

nuye un 803 por la congelación y depende de Na•. Para discernir 

entre los receptores de recaptación y los de tipo postsinaptico, 

se comparó los resultados de este trabajo con los resultados 

obtenidos en sistemas de recaptación en células cultivadas de EPR 

durante la diferenciación (Salceda, en prensa), y se encontró que 

los resultados no son paralelos en el tiempo de desarrollo, lo 

que indica que los receptores descritos en el presente trabajo no 

son de recaptación. 

Respecto a la especificidad de los receptores de taurina, 

puesto que la glicina y la estricnina desplazan eficientemente a 

la taurina (Fig. 13), con potencia similar a la de la taurina 

misma, podria sugerirse una interacción de la taurina con siste

mas glicinérgicos, no obstante que en el SNC la taurina tiene una 

alta afinidad por los sitios de unión de estricnina-H 3 , pero no 

desplaza a la glicina24 • Sin embargo, estos datos no excluyen la 

posibilidad de que la taurina y la glicina pudieran unirse a 

receptores distintos en el SNC y a un mismo receptor en el EPR. 

En apoyo de que los receptores de taurina en el EPR pudieran ser 

diferentes a los descritos en el SNC, se demostró que a diferen-
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cia d~ lo que sucede en el SNC, docde la taurina desplaza al GASA 

de su receptor membranal 3 • en nuestro sistema tanto el GABA como 

la bicuculina sólo desplazan a la taurina a altas concentraciones 

CFig. 13). 

El significado fisiológico de la presencia de receptores a 

taurina en el EPR diferentes a los sitios de captación, y también 

de sitios sinápticos reportados para otros aminoácidos en el SNC, 

no se ha aclarado. En el sarcoplasma de corazón, se ha demostradc· 

la existencia de unión de taurina de manera independiente de 

Na•, la cual aumenta la afinidad del ca•• por los fosfolipidos de 

la membrana 2 •. Estos resultados abren la posibilidad de que la 

taurina pudiera modular, a través de una modificación de los 

fosfolipidos, a proteínas rnernbranales corno serían otros recep-

tores y canales iónicos en células de tejidos excitables. 

El ácido glutárnico se considera 

como el transmisor excitador más común en el SNC, ejerce su 

acción a través de receptores específicos en la rnembrana 17 • 26 • 

60 En la retina se ha sugerido que pudiera ser el neurotransmi-

sor liberado por los fotorreceptores, ya que además de encontrar-

se en altas concentraciones en la capa externa de la retina, 

numerosos experimentos electrofisiológicos demuestran su capaci-

dad de despolarizar tanto a las neuronas de segundo corno a las de 

tercer orden en la retina de diversas especies3 '. 

Los receptores para el ácido glutárnico en la retina de pollo 

se han identificado y•caracterizado bioquimicarnente3 e, de esta 

forma se demostró la presencia tanto de unión de glutárnico depen-

diente de Na• y sensible a la congelación receptores de capta-
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ción, corno de unión independiente de Na• que no se afecta por la 

congelación con una Ke=0.55 µM, receptores postsinapticos. En el 

presente trabajo se encentro la unión de acido L-glutérnico-H~ a 

membranas de células de EPR en cultivo primario, con caracteris

ticas similares a las establecidas para receptores de tipo 

postsináptico en el SNC, la cual no se afecta por la congela-. 

ción60
. Aunque la interacción no depende de Na•, la presencia de 

este ión aumenta la unión. 

Aunque estos receptores comparten propiedades con los recep

tores sinápticos caracterizados en el SNC, tanto el efecto del 

Na•, que ya se mencionó, como su perfil farmacológico, sugieren 

un receptor diferente tanto de los postsinápticos para el L

glutamato, como de los receptores de recaptación para el mismo. 

Así la uni6n de ácido L-glutámico-H3 se inhibe con GDEE y OA, los 

cuales interactúan con el receptor de L-glu de tipo quiscuálico, 

y no por NMDA, 2-APV (agonista y antagonista de los receptores 

tipo NMDAI ni por KA (agonista de los receptores tipo KA), lo 

·cual podria indicar que se trata de un receptor sináptico de tipo 

OA. Sin embargo, el L-aspartato (agonista del receptor tipo NMDAI 

es un inhibidor más potente que los anteriores (tipo OA), y 

también lo son los O-isómeros del glutamato y aspartato. Esto 

nos indica que el receptor no es estereoespecifico, lo cual está 

en desacuerdo con lo reportado para los receptores de QA en el 

SNC2 •. Por otra parte, dadas las condiciones del método del 

ensayo y la resistencia a la congelación, así como la independen

cia de Na• de los sitios que se estudiaron, es factible descartar 

la posibilidad de que se tratara de sitios de recaptación del 
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aminoácido .. Esto queda reforzado desde el punt;o de v1séa farmacc··-

lógico, por el hecho de que ni el 4-monohidro:{amat;o del L-

glutamato ni el 4-monohidroxamato del L-aspartato, inhibidores de 

la captación, inhibieron significativamente la unión de L-glu-H3 

(Figura 17). Asi pues, los resultados del presente trabajo sugie-

ren que las células del EPR poseen receptores para L-glutamat;o, 

que además de ser específicos, muestran características bioquími-· 

cas y farmacológicas diferentes de las descritas para receptores 

tanto sinápticos como de captación para estos compuestos. 

La aparición de los receptores para aminoácidos excitadores 

en la retina durante el desarrollo embrionario, muestra diferen-

cias en cuanto a la edad en que se expresan y muestra cambios en 

su proporción relativa, afinidad y especificidad farmacológica 6 e. 

En los experimentos de este trabajo también se ha~laron cambios 

en los dos estadios de diferenciación estudiados, en presencia de 

Na• fue mayor la proporción de receptores en el estado no con-

fluente (16 DIVJ que en el estado confluente (25 DIV) (Fig. 15). 

Respecto al posible significado fisiológico de la existencia 

de receptores específicos para taurina y L-glutamato en el EPR, 

los datos obtenidos están de acuerdo con nuestra hipótesis de 

trabajo. Asi los aminoácidos señalados podrían participar en la 

comunicación EPR-Retina, y particularmente en el fenómeno de la 

inducción de la fagocitosis de los discos de los segmentos exter-

nos de los fotorreceptores por parte del EPR. 

Besharse y Spratt en 19883 demostraron que el L-glutamato y 

algunos análogos de los aminoácidos excitadores, son capaces de 

inducir la fagocitosis; por sus características farmacológicas el 

receptor a través del cual se induce este efecto parece 
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corresponder al de tipo KA. Los resultados del presente trabajo 

estan en desacuerdo con esto, ya que el acido kainico no tuvo 

efecto sobre la unión de L-glu-Hª. a diferencia de otros agonis

-cas como el OA o el NMDA (Fig. 17). Sin embargco. a diferencia 

del estudio anterior, la caracterización farmacológica se realizó 

en este trabajo a la edad de 16 dias !~ ~i!rQ. el estado no 

confluente del cultivo en el cual las células se hallan en estado 

no diferenciado, con forma fibroblástica. Si establecemos un 

paralelismo entre el desarrollo del EPR y la retina -ya que ambos 

tienen el mismo origen embrionario• pueden incluso transdiferen

ciarse- nuestros datos indicarían que los receptores de kainato 

no se expresan en en el EPR sino hasta las etapas finales del 

desarrollo, en forma similar a lo que sucede en la ret1na 6 e. 

Por otra parte, suponemos que si el EPR interviene en el 

proceso de diferenciación de la retina, estos receptores a ácido 

L-glutámico y taurina, pudieran mediar efectos tróficos durante 

el desarrollo embrionario para llevarse a cabo el correcto 

desarrollo de ambas estructuras. 
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