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I.- INTRODUCCIGCON
1 - MORFOLOGIA Y LOCALIZACION DEL EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RE-
TINA

El epitelio pigmentario de la retina (EPR), es una capa
celular importante del sistems visual, vital para el mantenimien-
to de la integridad de las células de la retina sensibles a la
luz, los fotorreceptores. .

El EPR estd situado entre la coroides y la retina, intima-
mente asccisdo & loe fotorreceptores (Fig. 1 y 2}).
Histolégicamene €l EPR consiste de una monocapa continua de
células, que comienza en el borde inicial del nervio éptico y se

extiende periféricamente hacia la ora serrata, 2zona en la cual

se continua como el epitelio pigmentario del cuerpo ciliar (pars
plapa) (Fig 1).

En 18233 Whorton Jones<ivedo en 76 describid la morfologia
del EPR, demostrando que este epitelio es una capa simple de
células poligonales con aspecto hexageonal. Las células del EPR al
igual que otras ceélulas epiteliales son asimétricas (Fig.3). Esta
asimetria es esencial para muchas de las funcicnes 1llevadas a
cabo por las células.-La superficie apical del EPR que mira hacia
la retina sensorial, estd cubierta por procesos parecidos a
microvellosidades, de 60 a 95 um de'largo; -estos procesos Sse
asocian estrechamente a los fotorreceptores, y se extienden hacia
los segmentos internos® (Fig. 4).

En su superficie lateral, cada célulé de EPR ecsta unida a su

vecina por uniones intercelulares estrechas y desmosomas en
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Diagrama del globo ocular de los vertebradoswe.
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capas de la retina de los vertebrades®.
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banda. Este complejo de unién, también liamadd de barra terminal,
esté localizado cerce de la regién apical de lz membrana plasmé-
tica e impide la difusién de moléculas de gran tamafioc a través
del espacio entre celulas adyacentes. El sistema de barra termi-
nal es el responsable de mantener la barrera hemato-retiniana a
nivel del riego sanguineo coroidal 7e,

La membrana plasmatica de las células fotorreceptoras y 1las
del EPR no poseen puntos de contacto, VY €stan separados por el
espacio subretinal, constituido por una cape de matriz viscosa
extracelular® ®>. Las ceélulas del EPR tiensn un color pardo
oscuro debido a sus grénulos de melanina. Las observaciones
histolégicas muestran que las cé&lulas del EPR son més altas vy
contienen més melanina en la zona macular que en la periferia.
Esto estid de acuerdo con la observacién de que la mécula tiene
una apariencia mas oscura que otras regiones retinianas”e.

En la regidn basesl del EPR, existe un complejo pentalaminar
llamado la membrana de Bruch (Fig. 3). Los estudios con microsco-
pia electrénica han demostrado que este complejo estad constituido
por 1la membrana basal del EPR, formado por una capa de colégena
interna, la capa eléstica media, la zonz de ccléagens externa y la
membrana basal de los coriocapilares®™=,

El nucleo de 1la céluls pigmentaris se locsliza en la porcion
basal y mide aproximadamente de € a 12 um de diémetro?e. Muchas
de 1las células contienen varios nucleos , especialmente en 13
das y binuceladas es del orden de 30:1®., En general el nlcleo de
la célula presenta un patrén de cromatina difusa y puede contener

1 o 2 nucleolos. Los microtubulos y filamentos de 10 nm de
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dismetro parecen intervenir en el movimiento de organelos, 'y ser

constituyentes del citoesqueleto=e,

2 - FUNCIONES DEL EPR.

La estructura del EPR esta intimamente relacicnada con
muchas de sus funciones, que pueden clasificarse como funciones
fisicas, é6pticas, biegquimico-metabélicas y de transporte?®.

Las funciones ficicas del EPR concsisten en mantener una
barrera de proteccién de la retina neural al paso de moléculas
procedentes de la circulacién ceroidal, asi como ofrecer una gran
fuerza de adhesién retina-EPR a través del transporte (bombeo) de
fluidos especificoz y la sintesis de algunos mucopolisacaridos
hacia el espacio subretinal<«?. <®- 5‘: Las microvellosidades del
EPR también podrian intervenir en esta adhesién por su relacién
estructural tan estrecha con los segmentos externos de los
fotorreceptores=e,

Las funciones épticas que realiza el EPR consisten en dismi-
nuir 1la luz dispersa, 1lo que mejora la resolucién de las imé&-
genes, y absorber la energia luminosa por medioc de los gréanulos
de melaninz. Asimismo actus como ung barrera pigmentada para
prevenir el dafio fético que causaria un exceso de luz, que podria
traducirse en una disminuéiOn de la resolucién de la imagensS?,

La funcién bioquimico-metabélica del EPR' es la de
fagocigar paquetes de discos de los segmentos externos de 1los

fotorreceptores (Fig. 4)=®., El desprendimiento de los discos,

definido como la eliminaciébn de 1los discos del eytremo
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Figura 4~
Desprendimiento de los segmentos externos de los
fororreceptores y su fagocitosis por el EPRee,




e P
dista; de los segmehtos externos de-conos y bastones, .incluye la
separacion de grupos de discos, los cuales son fagocitados por
las células adyacentes del EPR7®. Se estima gque cada ceéluls del
EPR podria fagocitar en promedic los segmentos externos de 30 &
45 fotorreceptores®®, A este respecto, los estudios de Young
(1971 )=temde an 76 on e) mono rhesus, indicaron que cada bastén
sintetiza de B0 a 90 nuevos discos del segmento externo cada 24
horas y el numero de discoe fagocitados por una célulz de EPR
diariamente es 2,000 en la parafovea, 3,500 en la perifovea Yy
aprosimadamente 4,000 en la periferia. Esto se debe a que 1la
relacién entre las ceélulas del EPR y 1los fotorreceptores no
siempre es 1:17¢,

Young y Bok en 19g9<icadc an 48  jycaron el término fagosomas
para 1la inclusion de cuerpos con material de bastones y notaron
que cada cuerpo estaba rodeado por dos membranas celulares sepa-
radas, 1la primera, 6 membrana interna, derivada del segmento
externc del fotorreceptor, la segunda o membrana externa, deriva-
da de la célula del EFR.

Las células del EPR contiene numercosas enzimas hidroliticas
en sus liscsomas, que intervienen en la degradacioéon de los restos
de las membranas obtenidas de los segmentos - extérnos de 1los
fotorreceptores. Al fagocitarlos, en el interior celular se
generan fagosomas, los cuales comntienen dichasvmembranas. Poste-
riormente €stos se unen a los lisosomas vy forman estructuras
especializadas llamadas fagolisosomas, en los que se degradan las
membranas fagocitadas®”. Por otra parte, el EPR metaboliza por
esterificacién, almacenaje y transporte, log precursores de los

pigmentos visuales como la vitamina A® y contiene enzimas como 1la
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tirosinasa que interviene en la sintesis y renovacién de los
grénulos de melanina~e.

Las funciones de transporte que realizs el EPR, s=son la de
llevar numerosos metabolitos hacia y desde las células retinianas
a la circulacidén coroidal, entre los que se encuentran aminoéci-
dos como la taurina y la metionina y azucares como la glucosa®7-
“47. Asimismo participa en el bombeo iénico, importante para

mantener el equilibio electroquimico del espacio subretinianc=e-

S22

3 -CULTIVO PRIMARIO DEL EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA

Se ha conseguido aislar®®s 21® y cultivar?- 1°. 231. 13, 27,
=&. 7o0. 7% g] EPR, comc un método util para el estudioc de sus
funciones biolégicas, especificamente con el fin de esclarecer
los factores que afectan la fagocitosis de los seémentos externos
®s. &% Los co-cultivos de EPR-retina se consideran un sistema
adecuado para el estudio de la influencia que ejerce el EFPR sobre
la estratificacién y diferenciaciédn de las neuronas retinales vy
esta técnica ha permitido proponer modelos para explicar 1la
preliferacién y diferenciacién de las neuronas de la retina del
pollo?e- 71

Los cultivos primarios se han utilizado también para es-
tudiar 1las caracteristicas metabélicas del EFPR del humanc? y  su
modulacién fenotipice por influencia de otros tejidos=7. Otros
conocimientos derivadeos ael usc de esta técnica se relacionan con

el transporte de metabolitos?®, asi como con la presencia de

receptoresl4- 1S, DO, 31'

15



4 - RELACION EPR-RETINA

a) Durante el desarrollo y la diferenciacién.

Durante el desarrollo embrionario, el diencéfalo, la segunda
vesicula cerebral, da origen a las copas 6pticas. La zona de la
vesicula éptica opuesta a la superficie del ectodermo prolifera y
forma una depresién que invagina la porcién distal y media infe-
rior lo que constituye la copa ¢ptica, mientras que la superficie
ectodérmica da origen a la vesicula del cristalino, gque cocupa la
concavidad de la copa éptica. La pared externa de la copa 6ptica
permanece como una capa de cé€lulas cuboidales que de corigen al
epitelio pigmentario de la retina, al cuerpo ciliar y al iris. La
pared interna de la copa prolifera y da origen a2 la retina, &l
epitelioc ciliar no piementado y al epitelio posterior del iris?.

En las etapss primarias del desarrollo embrionario, el fondo
5& la copa o6ptica que da lugar a la retina y la capa externa que
da lugar al EPR son eguipotenciales. El transpiante del epitelio
pigmentario ¢ de retina en el estadio de copa 6ptica a distintas
regiones del encéfalo embrionario, demuestrén que tanto una capa
como otra tienen la capacidad de generar tanto tejido carac-
teristico de la retina comc del epitelic pigmentarice- 7€,

La futura retina pierde la caracteristica de transformarse
en epitelio pigmentarioc en el estadioc que precede a su estratifi-
-cacién. El epitelio pigmentaric conserva durante bastanfe mas
tiempo 1la faculfad de transformarse en retina?, un fenémeno

>

denominade ‘"metaplasia" o "transdiferenciacién”. Esto significa
que el epitelio pigmentario tiene la capacidad de diferenciarse
en retina neural en el caso de que durante el desarrollo embrio-

naric la retina llegara a dafiarse.
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b) En la retipa adulta.

La comunicaciébn entre el epitelio pigmentario y la retina,
es indispensable para el buen funcionamiento del proceso visual.

En los bastones el proceso de fototransduccién comienza con
la incidencia de un fétén sobre la rodopsina (Fig. 5), proteina
integral de la membrana de los discos de los fotorreceptores, que
es sensible a la luz. E1 11-cis retinal es €l grupo prostético de
la rodopsina; las células del EPR incorporan €l trans-retinal del
plasma por un proceso que se supone es mediado por un receptor de
membrana?. E1 trans-retinal es isomerizado & 1l-cis-retinal vy
posteriormente esterificado a 11-cis-ester. E1 1l-cis-ester puede
ser hidrolizado y el élcohol formado es entonces oxidado por una
deshidrogenasa estereoespecifica a2 11-cis retinaldehido. El 11-
cis-retinaldehido es transferido a los segmentos externos de los
fotorreceptores para posteriormente incorporarse a la opsina Vy
formar la rodopsina®™,. El 1i-cis-retinal parece ser especifico
del EPR ya que no se requiere en otra regidn del organismo.

Una de las actividades m&s importantes del EPR es su parti-
cipacién en el recambio de los segmentos externos de las células
fotorreceptoras, al fagocitar paquetes de discos . En ratas con
distrofia hereditarias de la retina, la actividad fagocitica se ve
severamente reducida, lo que ocasiona la acumulacién de membranas
de los segmentos externos en el espacio subretinal y por
consiguiente, la degeneracién de los fotorreceptorese?s 72,

También se pone de manifiesto la interaccién 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

17
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““fotorreceptores, 'y la“onda~"b"-se-genere principalmente por. la .

actividad de 1las ceélulss bipolares "on" y células de Miller y 1la
onda 'c¢" proviene principalmente de la despolarizeciétn de ‘la

membrana apical del EPR?® (fig 6).

S - COMUNICACION ENTRE EL EPR Y LA RETINA

La taurina (&cido B-amino etanosulfoénico) se encuentra en la
mayoria de los grupos de vertebrados mientras lo contrarioc sucede
en casi todos los tejidos de vegetales. Se presenta en concentra-
ciones . muy elevadas en la mayoria de los tejidos excitables:
misculo (estriado, 1liso y cardiaco), SNC, retina, glandulas de
secrecién, pancreas, bazo, y €n otros como el rifidén, leucocitos y
plaguetas=®4- ®? Es uno de los aminoacidos libres mas abundantes
en la célula, vya que bo se incorpora en otras macromoléculas y
no interviene en reacciones metabdlicas, excepto por su conjuga-
ci6bn con el é4cido co6lico pare formar &cido taurocélice en el
higado=®,

La 'via metabélice para la sintesis de la taurina en los
tejidos animales (Fig. 7) es a partir de un precursor enddégeno,
el amino&cido azufrado cisteina. En el tejido nervioso, 1la via
pfedominante se inicia con la oxidacion de la cisteina por accién
de la dioxigenasa de la cisteina que produce acido <cistein
sulfinico, el cual se descarboxila por una enzima dependiente de
la vitamina Be, 1la cistein sulfinatc descarboxilasa (L-cistein
sulfinato carboxi-liasa) (CsD), que forma hipotaurina. La oxida-
cién de la hipofaurina es el paso final de la via y parece

producirse sin catédlisis enzimatica. La CSD es la enzima

19.



1.0 seg.

Figura 6-
Electrorretinograma?®. Interaccién EPR-retina
en la respuesta eléctrics de la retina.
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reguladora de la via®7,

En algunos organismos como gatos y monos, la enzima préacti-
camente no existe, por lo que dependen de la dieta pare el mante-
nimiento de la concentraci6én normal de este aminocadcidoese.

Los niveles de taurina en la retina de los vertebrados son
marcadamente altos, en el intervalo de 10 a 50 mM, existen varia-
ciones entre las especies®®: las retinas de animales no mamife-
ros, peces, aves y anfibios, muestran niveles relativamente bajos
comparados con los mamiferos. La concentracién de tauriﬁa en la
retina de casi todas las especies de vertebrados, es més elevada
que la del cerebro y de otros tejidos del mismo animal. Los
altos niveles fisioldgicos de taurina en la retina parecen ser
necesarios para mantener la estructura y funcién de las células

visuales, asimismo ejercen un efecto protector sobre éstas®e, I

=)

o

vivo, un decremento en la concentracién del amino&cido en 1
retina, producido ya =sea por una dieta deficiente en taurina o
bien por blogueadores del transporte de este aminodcido, produce
una marcada alteracién de la estructura de los fotorreceptores,
seguida por disfunciones severas de la retinass, La capa de
fotorreceptores contiene la concentracién m&s alta de taurina en
la mayoria de los vertebrados, ya que representa del 60 al 70 %
del contenido total de taurina en la retina. Asimismo se ha
demostrado que la taurina se libera de los fotorreceptores por
estimulacién luminosa, hacia el espacio subretinianoc®!®, desde
donde €l EFR la transporta activamente a la coroides<?,

La concentracién de taurina en la retina de casi todos los

vertebrados, aumenta durante el desarrolloc postnatal®, en clarc



contraste con lo que ocurre en el tejido cerebral de las mismas
ecpecies, donde se observa un decremento en los niveles de este
amino4cido. El1 curso temporal del incremento de taurina en el
desarrollo tardioc corresponde con 1la diferenciascion de 1los
fotorreceptores, lo que sugiere que este incremento corresponde a

su acumulacién en estas c€lulas®7,

El glutamato es un aminoécido no esencial (Fig 8), que posee
un poderoso efecto excitador sobre la mayor parte de las neuronas
del SNC y se sintetiza en €l sistema nerviosc principalmente a
partir de la glutamina por medio de la enzima glutaminasa?™,

Werman en 19667“ establecié seis criterios béssicos para que
un compuesto pueda ser considerado como neurotransmisor:

1) su presencia en terminales sinapticas,
2)'16 presencla de un mecanismo de sintesis,

2) un sistema de recaptacién de alta afinidad dependiente de

4) el eistema de liberacién del compuesto,
5) identidad farmacolégica,’
6) inducir el mismo resultado que el transmisor natural en la
celuls postsinégptica.
El &4cido glutémico reune la mayor parte de estos criterios
en las neurcnas del SNC de los vertebrados<=:
£l 4cido glutémico representa del 10 al 15% de la poza de
aminoadcidos 1libres, su concentracién es de aproximadamente 4
umol/g. en la mayoria de las celulas de los vertebradose®,

Las enzimas que catalizan 1la sintesis del glutamato, se
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hallan concentradas en los segmentos internos-de los. f :Q?;ecéﬁ;"”
tores, 1lo cual podria indicar la participaciéniqé;este ééﬁbdesto
COmo neurotransmisors”, o

El &cido glutamico se acumula en la retina pdr un sistema de
captacion de alte afinidad que depende de lz presencia de sodio.
Los estudios autorradiograficos retinas de rata y conejol?
indican que el &cido glutamico se acumuls preferentemente en las
ceélulas glisles. También se ha registrade su acumulacién en
fotorreceptores de varias especies?=, Brandon y Lam en 1983
propusieron al &cido glutamico como candidato a neurotransmisor
en. los conos de la retina de rata. En cuanto @ la 1liberacién
estimulada por despolarizacion, el &cido glutémico se libera de
los fotorreceptores aislados, en forma dependiente de Ca*<*=e,

Por otra parte con respecto & su relacién con el EPR se ha
demostrado que el L-glutamato estimula el desprendimiento de los
discos de los fotorreceptores+®, vy se ha sugerido que los ami-
noécidos excitadores actuan via un receptor del tipo del é4cidoe
kainico pars inducir el desprendimiento de los mismos®; 1z loca-
lizacién celular del receptor propuesto se desconoce y existe 1la
posibilidad de que se localice ya sez en la c¢élulas fotorre-
ceptoras o bien en las del EPK.

La clasificaciétn de los receptores de glutaﬁato basada en
estudios bioguimicos y electrofisiclégicos, sefiala la existencia
de dos grandes grupos: el activado por N-metil-D-aspartato
(NMDA}, cuya accion se inhibe en presencia de-Mg** ¢=°2> vy up
segundo tipo de receptor activado por otros agonistas comc €l

kainato (KA), el quiscualato (QA) v el &cido L-2-amino-4-fosfono-
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butirico (APB); @&ste Gltimo grupo es relativamente ihSehsibie7¢a;‘
las altas concentraciones de Mg** =9 k 7 ;

El &cido Fkainico v otros agonistas de. los aminoacidos
excitadores causan 1la liberacién del acido aspartico, 4&cido
glutamico y taurina de los fotorreceptores y del &cide gamma
amino butirico (GABA) y glicina de la capz plexiforme interna de
la retina. Con excepcion del GABA, estos agentes en altas concen-
tracioénes, pueden causar el desprendimiento de los discos de los
fotorreceptores e&n Xenopus sp*®, por un mecanismo dependiente de

Ca**, lo que apoya 1la posibilidad de que el agente endégeno »

relacionado c¢on el desprendimiento pudiera ser probablemente el

miemo glutamato.

¢) Receptores a posibles transmisores EPR-retina.

Los receptores a sustancias neurcactivas son macromoléculas,
generalmente proteinas oligoméricas integrales de la membrana
plasmatica, cuya interaccién con el ligando natural u otros
anélogos, genera uns respuesta. Existen doc mecanismos basicos &
través de los cuales la activacidédn del receptor genera cambios en
la ceélula: ionotrépico y metabotroépico?®, E1 ionotropice implica
qQue el receptor esté acoplado a un canal io6nico que se atre al
interactﬁar el transmisor con el receptor. En el mecanismc meta-
botrépice, la interaccién transmisor-receptor resulta en la acti-~
vacién de una enzima amplificadora por lo general la adenilétdlo
guanilato c¢iclasa, & través de una proteina G . La adenilato
ciclasa convierte el ATP en AMP ciclico y la guanilato ciclasa

convierte el ATP enn GMP ciclico. En general este segundo mensaje-

ro se une al componente regulador de una proteina cinasa , enzima
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que activa respuestas celulares, al afadir grupos fosfeto (POs=)
a ciertas proteihas”.

Otra ruta metabotrépica generada por la interaccién del
mensajero con su receptor, ec£ por activacion de la enzima fosfo-
diesterasa (PDE) que transforma el 4,5-difosfato fosfatidil-
inositol en un par de segundos mensajeros: €l diacilglicerol (DG)
y el trisfosfato de inositol (IP»). Por unz parte, €l IP» induce
1z movilizacién de iones Ca** del reticulo endoplésmico, mientras
que el diacilglicerol activa a la proteina cinasa-C gue tiene
capacidad de fosforilar a otras moléculas®es 72 |5 activacién de
la PDE puede 6 no llevarse a cabo por medio de una proteina G.
Una ez desencadenada la respuesta biolégica, se produce la
disociacién del complejo ligando-receptor y lz subsecuente inac-
tivacién del ligando ya sea por recaptura en terminales nNeuro-
nales o glia y/o su catabolismo mediante enzimas que lo

degraden=<,

La técnica para la medicién de receptores postsinapticos in
situ, aque emplea un radioligando, fue desarrollada originalmente
para el estudio de interacciones hormona-receptor y aplicada a
los aminoAcidos por Snyder y Bennett %, y ha sidc usada frecuen-
temente para diversos neurotransmisores: Ests técnica consiste en
cuantificar la interaccién del mismo neurotransmisor propuesto o
de un agonista o antagonista especifico, de alta actividad espe-
cifica, ¢on las membranas. Para receptores de aminoadcidos, cuan-

do el radioligando es el mismo aminoécido, es necesario discrimi-
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nar entre los sitios de unién postsinadpticos y los sitios de
recaptacién del compuesto. Es posible hecer esta diferenciacién
por medio de manipulaciones técnicas al medir 1los sitios de
unién, asi como por la caracterizacién farmecologica de la inte-
raccién. Asi la unién del ligando a los sitios de recaptacioén,
requiere de Na* |, depende de la temperatura, Vv los sitios se
inactivan con la congelacién, nmientras gue la unién a los recep-
tores sinépticos no se afecta por €l Na*, no depende de la tempe-
ratura®®, y en ocasiones se hace m&s evidente al congelar y

descongelar las membranas.
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11 - OBJETIVO

como puede inferirse de 1los datos expuestos en la
introduccién, una de las funciones méas importantes del EPR es la
fagocitosis de 1los discos de los segmentos externos de los
fotorreceptores, que mantiene asi un equilibrio entre su sintesis
v su degradacién; sin embargo, se sabe muy poco acerca del meca-
nismo de comunicacién que media lz respuesta fagocitica entre
células de la retina y las del EPR.

Al considerar la existencia de un mensajero quimico liberado
por 1la retina, el cual induce una respuesta en el EPR, debe
existir el correspondiente receptor en la célula epitelial que
medie la respuesta fisiolégica. 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 podria actuar como transmisor. También
los receptores a glutamato, propuesto come neurotransmisor
excitador en la retina incluyende los fgtorreceptores y del gque
se conoce que aumenta el desprendimiento de 1los -discos. Esto
durante el desarrollo embrionaric en cultivo primarioc de células

de EPR de pollo.



IIT.- MATERIALES Y METODOE

Cultivo. Se utilizaron embriones de pollo (White Leghorn) de
7 dias de desarrollo embionario a los cuales se les extrajé la
copa Optica en condiciones estériles; & ésts se le hizo un corte
ecuatorial, desechando 1la parte anterior, VY de la posterior se
extrajob el EPR. Se lavo el tejido obtenido con Ringer Krebs
bicarbonato(KRB), compuesto por: NaCl 118 mM, KCl 4.7 mM, KHzPO.
1.2 mM, CaClz 2.5 mM, MgSOa 1.17 mM, glucosa 1.6 mM y NaHCOs 23S
mM; centrifugando 5 minutos & 500 rpm a temperatura ambiente, 13
pastilla qgque se obtuvo se resuspendié en nueva solucién Ringer y
se centrifugd en las mismas condiciones. Se repitid la operacidn
3 veces mas. La disociacién de las células se hizo incubéndolas
coh tripéina 0.13% en PBS 5 minutos a temperatura ambiente. Las
células se sembraron en cajas Falcon de 20 c¢cm® con medic de
cultivo Difco TC-199 con 10% de suero de bovino fetal inactivado,
2mM de glutamina, 100 UI/ml de penicilina y 100 mg/ml de estrep-
tomicina, & una densidad de 25,000 células por cm® y se mantuvie-
ron & una temperatura constante de 37° ¢. El cambic de medio se

realizé a intervalos de 5 dias.

Obtencidén de membranas. Las ceélulas se cosecharon a los dias

de cultivo indicados para cada experimento. Despues de eliminar
el medio de cultivo y lavar con Ringer Krebs bicarbonato, las
células se desprendieron mediante una espé&tula, y se resuspendie-
ron en 5 ml de KRB. La resuspensién se centrifugédé a 500 rpm

durante S5 min, se desechdé el sobrenadante y la pastilla de
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“células  se homogeﬁeizo é 4= é. eﬁh20:96fﬁﬁéﬁéé"{§7V)” de”"agua”
bidestilada; 1la suspensién se mantuvo 1S minutos en hielo con
objeto de inducir la ruptura totel de lag celulas por choque
osmético. Se centrifugé a 45,000 %g durente 20 min para sedimen-
tar las membranas y se lavé 2 veces resuspendiende por homogenei-
zacioén. Finalmente, las membranas se congelaron durante un minino
de 48 hrs. a -70° C, o bien se emplearcon frescas para los ensayos

de medicién de receptores.

Cuantificacién de receptores por la técnica de union de un ligan-

do radiactivo. Los receptores se midieron por la unién espe-
las membranas de células cultivadas durante 16 y 25 dias. Los
ensayos se realizaron por el método de filtracién con filtros de
fibres de vidrio Whatman (GF/B). Las membranas se homogeneizaron
en Buffer Tris-HCl 0.1 M a un pH de 7.4 con o sin NaCl 118 mM, vy
a temperatura de 4< & 27° C, para dar una concentracién aproxima-
da de proteina de 0.2 mg/ml. Los amino&cidos marcados se afadie-
ron a una. concentraciéon de S0 nM con varizciones segun el experi-
mentc, La unibn inespecifica se tomé come la radiactividad que
permanece unida a las membranas en presencia de 1 mM de los
compuestos frios, agonistas o antagonistas.

Los filtros se disolvieron en 10 ml de Tritosol?® y 1a ra-
diocactividad se midié en un.contador de centellec liquido. La
concentracién de proteina se determiné por el método de Loury vy

coles,

Materiales. La taurina-H® (Act Esp 20-30 Ci/mmol) se obtuve de
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New England Nuclear (Boston, MA, USA.) y el acido L-glutamico-H=
(Act' Esp 48 Ci/mmel) se obtuve de Amersham International FLC
(Amershamf UK). Los filtros de fibra de vidrioc (GF/B) se obtuvie-
ron de Whatman. El medio de cultivo TC-199 y el suerc de bovino
fetal se adquirié de Difco (Detroit, Michigan, USA). Los demés

reactivos fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO., USA.).
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Iv.. RESULTADOS

1.-UNION DE TAURINA-H®

do. Variando la concentracién de proteina de 50 a 350 ug/ml, se
mostré una unién especifica éptima en el nivel de 20 a 35
ug/ensayo. Por consiguiente todos los demas experimentos se rea-
lizaron a esta concentraciéon, en los cuales el nivel de unién

especifica alcanzé el 40% de la unién total (Fig. 10).

Efecto de la temperatura y del Na*. Con el chbjeto de determi-
nar si la unién de taurina al EPR mostraba caracteristicas simi-
lares a 1los receptores de tipo postsinéptico .o de recaptacién,
descritos previamente en el sistema nervioso central y la retina,
probamos el efecto del Na* (118 mM NaCl) y de la temperatura
sobre la uniébn, en membranas frescas y congeladas. Estos experi-
mentos se realizaron a dos diferentes edesdes del cultive: en un
estado no confluente (16 DIV) y en un estado confluente (25 DIV),
con el objeto de determinar si los cambics en el desarrollo
afectaban las propiedades de lz unién al receptor. Se obtuvo una
mayor unidén de taurina en membranas congeladas que en membranas
frescas, independientemente de la presencis de Na*, en todas las
condiciones exploradas (Fig 11). Sin embargo, la unién se incre-
menté (30-40 %) cuando los ensayos se realizaron a una.
temperatura de 37°C, comparada con la de 4°C. en todas las condi-

ciones.

Curva de saturacién de la union de taurina-H=. La unién de

taurina-H® &z membranas de EPR se estudid en un intervale de
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concentraciones entre 25 nMy 2uM. La unién especifica fue
saturable y reversible (Fig. 12) con una Kp=2327 nM ¥ Una Bnex=2.8
pmol/mg de proteinza. El anédlisis de Scatchard de los datos indicé
la presencia de una sola poblacion de receptores de alta afini;

dad.

Farmacologia de la unie¢n de taurina-H®. Se us¢ una serie de’
compuestos gue tienen inflﬁencia sobre el efecto fisiologico de
la taurina, como inhibidores,a2 una concentracién de 1 mM, de la
unién especifica de S0 nM de taurina-H®. Se obtuvo una eficien-
cia en el desplazamiento en el siguiente orden: taurina > estric-
nina » glicina = B3-alanina » GABA > bicuculina > L-glutamato.
Debido a2 que la teaurina, 1la glicina y la estricnina tuvieron 1la
misma eficiencia a una concentracién de 1 mM, se determiné sﬁ
ICso probando nueve concentraciones: 5, 10, 50 , 100 y 500 nM; 1,
10 y 100 UM y 1 mM de estos compuestos en presencia de taurina-
H® a una concentracién de 100 nM. Se calculd graficamente el
valor de sus ICeo : 252 nM para taurina, 630 nM para glicina y

316 nM para estricnina (Fig. 13).

2.-UNION DE L-GLUTAMICO-H®

do. La concentraciéon de proteina necesaria para obtener 1la
unién especifica éptima fue de 0.15 - 0.2 mg/ml. Debido 2 esto
los experimentos posteriores se realizaron usando esta concentra-

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

TAURINA-H® POR DIVERSOS FARMACOS.

COMPUESTQ UNION ESPECIFICA ICeo

(1 mM) (pmolas/mg de prot) ( nM)
TAURINA 0.56 + 0.8 2.52
GLICINA 0.47 + 0.04 630
GABA 0.24 + 0.01 -
B-ALANINA 0.47 + 0.05 -
L-GLUTAMATO 0.25 + 0.02 -
ESTRICNINA 0.50 + 0.02 : 316~

BICUCULINA 0.31 + 0.05 -

Figura 12-
Farmacologia de 1la union de taurina usando
membranas congeladas de células de 16 dias de cultive a la
temperatura de 37<C.



'VEiéérE'Q 99 ié temperatura y del Na~. Investigando el efecto del
Na*  en la unién del ligando en membranas congeladas, se obtuvo
una  mayor unién especifica de L-glutamico en presencia de 118 mM
de NaCl & las dos edades de cultivo, en estado ne confluente (16
DIV) y en el estado confluente (25 DIV), siendo mayer a lz prime-

ra edad (Fig. 15).

Cinética de la unioén del L-glutémico-H=. Variando la -concen-

tracién del ligando radiactivo en los niveles de 25 a 2000 nM, se
obtuvo una unién saturable y reversible con una Bmax=3.2 pmol/mg
de proteina y una Ke=333 nM. El anéalisis de Scatchard mostré una

sola poblaciébn de receptores (Fig. 16).

Farmacolcogia de la union de L-glutamico-H=. Se estudio el

efecto de agonistas y antagonistas especificos de los receptores
de L-glutamato: L y D-glutamato, L y D-aspartato, como agonistas
generales, el dietil ester del glutamato (GDEE), antagonista de
los receptores tipo Quiscualato, el quiscualato (QA), agonista de
lozg receptores tipo Quiscualato, el N-metil-D-aspartato (NMDA),
agonista de los receptores tipo NMDA, el &cide 2-amino-5-
aminofosfonovalericeo (ARV), aniagonista Qe los receptores tipé
NMDA, el kainato (KA), agonista del receptor tipo kainato y el L-
glutamato-4-monohidroxamato, inhibidor de la captacidn de
‘glutamato y €l DL-aspartato-B-hidroxamato, inhibidor de la capta-
cién de glutamato como inhibidores de la unién de L-glutamato-H®
S0 nM. El1 orden en la potencia de desplazamiento de éstos
compuestos utilizados a una concentracion de 1 mM fue el
siguiente: L-glu > L-Asp » D-glu = D-Asp > GDEE s QA > NMDA » APV

= L-glu-OH = DL-Asp-OH (Fig. ).
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Figura 17~

COMPUESTO
(1 mM)

L-GLUTAMATO

L-ASPARTATO

D-GLUTAMATO

D-ASPARTATO

G DEE

QUISCUALATO

NMDA

APV

OH-GLUTAMATO

OH-ASPARTATO

KAINATO

Farmacologia de la
congeladas de células de 16 dias de cultivo a la temperatura de

37= C.

GLUTAMATO-H= POR COMPUESTO3 ANALOGOS

DESPLAZAMIENTO DE LA UNION ESPECIFICA DE

UNION ESPECIFICA

0.55 + 0.05
0.36 + 0.03
0.30 + 0.02
0.20 + 0.03
0.28 + 0.07
0.25 + 0.05
0.20 + 0.06

0.06 + 0.03

0.05 + 0.005

0.05 + 0.009

(pmol/mg de proteina)

sin desplazamiento

unién de glutamato

usando membranas



V.-DISCUSION

Se ha considerado 1la posibilidad de que un mensajero se
libere de 1la celula fotorreceptora y desencedene 1la actividad
fagocitica del EPR. La taurina esta presente en altas concen-
traciones en 1lz retina y en el EPR, ademéas de otros tejidos.
excitables como el SNC, el sistema cardiovascular y el musculo=2+-
=s. B7 A pesar de que a la taurina se le han adjudicadeo diversas
acciones biolégicas en estos 6rganos=4, ge desconoce la funcién
que pudiera llevar a cabo en el EPR. En el presente trabajo se
demostré la existencia de la unién de taurina a células del EPR
en cultivo primario. La unién a estos sitios fue independiente de
Na*, aumenté después de congelar las membranas y fue o6ptima a
temperatura fisiolégica (37 C), con una Ke=227nM El analigis
cinético mostré la presencia de una sola poblacioé sétufable de
receptores de alta afinidad y baja'capacidad (Fig. 12).

Asimismo, se demostré la presencia de receptores de L-gluta-
mato, de alta afinidad (Ke=2332 nM) y saturables. El anilisis de
Scatchard indicé la presencia de una sola poblacién de receptores

tanto en los cultivos confluentes como en los ne confluentes

(Fig. 16).

Receptores @ taurina: La taurina se ha propuesto como

neurotransmisor en el SNC==2. 32-3% y gn la retina®?+ ©®,  ya que
se libera por estimulos despolarizantes=®, ademas de ejercer un
claro efecto inhibidor sobre las neuronas del SNC 24, y sger
capturada por un mecanismo de alta afinidad y dependiente de

Na+10. =24 gSin embargo no se ha descubierto la existencia de.
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receptores que muestren las caracteristicas descrifaé:previamente
k pars receptores postsinépticos. ’

En el organismo adulto., €l EPR se encuentra en estrecha
relacion con la retina, y participa en algunas funciones comunes
con ésta; =asimismo se ha demostrado la influencia que ejerce el
EPR en la organizacion de la retina durante su desarrolle?, y con.
relacién al desarrollo y diferenciacién de los fotorreceptores,
el transporte de taurina desde la sangre y a través del EPR hasta
la retina parece ser esencial® 7%, A este respecto, los trabajos
de Scharschmidt y col.®® indican que la membrana apical del EPR
posee un mecanismo de cotransporte bidirececional taurina/Na<.

El EPR también participa en la regulacién 1ibnica en el
espacio subretinal=®, de manera 9que una variacién en la
concentracidn de taurina aunada a un cambio en la concentracion
de K*, produce cambios en las propiedades eléctricas de las
células epiteliales+?,

Por otra parte, 1la luz induce la liberacién de taurina de
los ' segmentos externos de los fotorreceptores®:, y produce el
desprendimiento de los discos®® y su subsecuente fagocitosgis por
las ceélulas del EPR#®-%2, Debido a que la actividad retinal
induce cambiocs en la concentracién de taurina en el espacic
subretinal, en este trabajo se ha tratado de determinar si este
compuesto podria ejercer un efecto sobre el EPR & travéé‘ de
receptores especificos en la membrana.

En este trabajo las caracteristicas de la unién de taurina a
membranas del EPR semeja en algunos aspectos a las descritas en

la corteza cerebral®=. <4° yz que la afinidad por el receptor es
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en €l EPR (2.8 pmol/mg. de proteina) (Fig. 12). L& unidén es
independiente de Na* y es mas evidente en membranas congelades
(Fig. 11), lo cual ecté tembien de acuerdc con las caracteristi-

ca de los receptores sin&pticos en el sistema nervioso central

0

(SNC). Sin embargo la unién se incrementé sl zumentarse laz tempe-
ratura; esto podria deberse a una suma del efecto de los recep—~
tores de recaptacién y los de la postsindpsis, en contra de lo
qQue ocurre eﬁ el SNC, donde la unién a estos receptores dismi-
nuye un 80% por la congelacién y depende de Na*., Para discernir
entre los receptores de recaptacién y los de tipo postsinéptico,
se compardé los resultados de este trabajo ceon los resultados
obtenidos en sistemas de recaptacién en células cultivadas de EPR
durante la diferenciaciéon (Salceda, en prénsa), y se encontré que
los resultados no son paralelos en el tiempo de desarrolle, 1lo
que indica que los receptores descritos en el presente trabajo no
éon de recaptacién.

Respecte a la especificidad de los receptores de taurina,
puesto que la glicina y la estricnina desplazan eficientemente &
la taurina (Fig. 13), con potencia similar a la de la taurina
misma, podrié sugerirse una interaccién de la taurina con siste—
mags glicinérgicos, no obstante que en el SNC la taurina tiene una
alta afinidad por los sitios de unién de estricnina~H®, pero no
desplaza & la glicina®4, £in 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 demostré que a diferen-
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cia de 1o que sucede en el SNC, donde la tauriné desplaza al GABA
de su receptor membranal®4 en nuestro sistems tantco el GABA como
la bicuculina sélo desplazan a 15 tasurina & &altas concentracicnes
(Fig. 12).

El significado fisiolégico de la presencia de receptores a
taurina en el EPR diferentes a los sitios de captacién, vy también
de sitios sinapticos reportados para otros aminodcidos en €1 SNC,
no se ha aclarado. En el sarcoplasma de corazén, se ha demostrado
la existencia de unién de taurina de manera independiente de
Na*, la cual aumenta la afinidad del Ca** por los fosfolipidos de
la membrana®4., Estos resultados abren la posibilidad de que 1la
taurina pudiera modular, a través de una modificacién de log
fosfolipidos, a proteinas membranales como serian otros recep-

tores y canales ibénicos en células de tejidos excitables.

Receptores a L-glutamico: El &cido glutamico se considera
como el transmisor excitador méds comin en el SNC, ejerce su
acciébn  a través de receptores especificos en la membranz*?. =26-
€©. En la retina se ha sugerido que pudiera ser el neurotransmi-
sor liberado por los fotorreceptores, ya que ademés de encontrar-
se en altas concentraciones en la capa externa de la retina,
numerosos experimentos electrofisiolégicos demuestran su capaci-
dad de despolarizér tanto a las neurcnacs de segunde como a las de
tercer orden en la retina de diversas especies®”,

Los receptores para el acido glutamicp en la retina de pollo
se han identificado y:caracterizado bicquimicamente®®, de esta
forma se demostré la presencia tanto de unién de gluté&mico depen-
diente de Na* y sencsible a la congelacién receptores de capta-
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cién, réomo’de unién independiente de Na* que no se afecta porrla
congelacion con uns Ke=0.55 uM, receptores postsinépticos. En el
presente trabsjo se encontrdé la union de acide L-glutémico-H® =
membranas de celulazs de EFR en cultive primario, con caracteris-
ticas similaresl a las establecidas pars receptores de tipo
posteindptico en el SNC, la cual no se afecta por lsa congela-.
cidén®®. Aunque la interaccién no depende de Na*, la presencia de
este ién aumenta la unién.

Aungue estos receptores comparten propiedades con los recep-~
tores siné&pticos cgracterizados en €l SNC, tanto el efecto del
Na*, gque ya se mencioné, comc su perfil farmacolégico, sugieren
un receptor diferente tanto de los postsinapticos para el L-
gilutamato, comb de los receptores de recaptacioén para el mismo.
Asinla unién de acido L-glutémico-H® se inhibe con GDEE y QA, los
cuales interactuan con el receptor de L-glu de tipo quiscualico,
v no por NMDA, 2~APV (agonista y antagonista de los receptores
tipo NMDA) ni por KA (agonista de los receptores tipa KA), 1lo
‘cual podria indicar que se trata de un receptor sinapticd de tipo
QA., Sin embargo, €l L-aspartate {(agonista del receptor tipo NMDA)
es un inhibidor mas potente que los anteriores (tipo 0QA), Vv
también 1lo son los D-isémeros del glutamato y aspartato. Esto
nos indica que el receptor no es esterecespecifico, lo cual esta
en desacuerdo con lo reportado para los receptores de QA en el
SNC23 . por otra parte, dadas las condiciones del métode del
ensayo y la resistencia a la congelacién, asi como la independen-
cia qe Na* de los sitios que se estudiaron, es factible descartar

la pogibilidad de que se tratara de sitios de recaptacion del
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éminoaciaoh:Eéto;éﬁgéa reggfzaég;éZé;;féf;puﬁ%élaETQiété farmico-

10gico{,'pdf elb heche de que ni el 44m6nohidroxamaté del L-

glutamato ni elja—monohidroxamatordel L-azgpartato, inhibidores de

la captacién, inhibieron significativemente la unién de L-glu-H>

(Figurs 17). Asi pues, los resultados del presente trsbeajo sugie-

ren que las células del EPR poseen receptores para L-glutamato,

que ademacs de ser especificos, muestran caracteristicas bioquimi-~
cas y farmacelégicas diferentes de las descritas para recéptores

tanto sin&pticos como de captacién para estos‘compuestos.

La aparicién de los receptores para aminoidcidos excitadores
en la retina durante el desarrollc embrionaric, muestra diferen-
ciac en cuanto a la edad en que Se expresan y muestra cambios en
€u proporcién relativa, afinidad y especificidad farmacolégicae=.
En los experimentos de este trabajo también se hallaron cambics
en los dos estadios de diferenciacién estudiados, en presencia de
Na* fue mayor la proporcién de receptores en el estado no con-
fluente (16 DIV) que en el estado confluente (25 DIV) (Fig. 15).

Respecto al posible significado fisiolédgico de la existencia
de receptores especificos para taurina y L-glutamato en el -EFR,
los datos obtenidos estan de acuerdo con nuestra hipotesis de
trabajo. Asi los aminocécidos seﬁélados podrian participar en la
comunicacién EPR-Retina, vy particularmente en él fenémeno de 1la
induccién de la fagocitdsis de los discos de los segmentos exter-
nos de los fotorreceptores por parte del EPR.

Besharse y Spratt en 19882 demostraron que el L-glutamatc vy
algunos analogos de los aminoécidos excitadores, son capaces de
inducir la fagocitosis; por sus caracteristicas farmacoloégicas el

receptor a través del cual se induce este efecto parece

51



corresponder al de tipo KA. Los resultados del presente trabsjo
. estan en desacuerdo con esto, Vya que el acido kainico no  tuvo
efecto sobre la unidn de L-glu-H®, 5 diferenciz de otros agonis-
tas como €l QA o el NMDA (Fig. 17). Sin embargo, & diferencia
del estudio anterior, la caracterizacion farmacoloégica se realizé
en este trabajo a la edad de 16 dias in wvitro, el estado no.
confluente del cultivo en el cual las células se hallan en estado
no diferenciado, con forma fibroblastica. Si establecemos un
‘paralelismo entre el desarrollo del EPR y la retina -ya que ambos
tienen €l mismo origen embrionario* pueden incluso transdiferen-
ciarse- nuestros datos indicarian 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 retinas®.

Por otra parte, suponemos que si el EPR interviene en el
procesc de diferenciacién de la retina, estos receptores a acido
L-glutémico y taurina, pudieran mediar efectos tréficos durante
el desarrollc embrionario para llevarse a cabo el correcto

desarrollo de ambas estructuras.
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