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RESUMEN
La deficiencia de zinc en humanos produce disminución de antioxidantes, asociados a taurina, en la retina y se relaciona con 
adaptación anormal a la oscuridad, cataratas, ceguera y degeneración macular. Existe escasa evidencia acerca del efecto del zinc 
sobre el sistema de taurina en retina de mamíferos, por lo cual estudiamos el efecto del zinc sobre el transportador de taurina (TAUT) 
y los transportadores de zinc (ZnT-1 y 3) usando el quelante de zinc extracelular, ácido dietileno-triamino-penta-acético (DTPA), 
mediante inmunocitoquímica e inmunohistoquímica fluorescentes en células ganglionares (CG) y en las capas de la retina de ratas. 
Tres días después de la administración de DTPA (10 µM) se utilizaron anticuerpos primarios y secundarios conjugados con rodamina 
o fluoresceína-5-isotiocianato (FITC) según fuera el caso. Para el marcaje inmunocitoquímico se contaron trescientas células por 
condición y la intensidad de fluorescencia se midió como densidad óptica integrada (DOI) en cuatro áreas por cada capa del tejido. 
El DTPA produjo una disminución en un 32 % y 29 % de las CG del total de células marcadas con los anticuerpos contra glicoproteína 
Thy 1.1 y γ-sinucleína, respectivamente. También produjo una disminución significativa de la distribución de TAUT en un 27 y 28 
% respecto a los controles. DTPA disminuyó la localización de ZnT-1 y ZnT-3 en las capas de retina (células ganglionares, CCG y 
en las plexiformes externa e interna, CPE y CPI). El estudio de estos transportadores en la retina resulta relevante para entender las 
interacciones de taurina y de zinc en esta estructura.
Palabras clave: retina, taurina, transportador de taurina, transportadores de zinc, zinc.

ABSTRACT
Zinc deficiency in humans causes decreased antioxidants in the retina and is related with abnormal darkness adaptation, cataracts, 
blindness, and macular degeneration. There is little information about the effects of zinc on the taurine system in mammalian 
retinal cells. Therefore, we studied the effect of zinc on the taurine transporter (TAUT) and zinc transporters (ZnT-1 and 3) 
using the extracellular zinc chelator, diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA) by fluorescence immunocytochemistry and 
immunohistochemistry in the ganglion cells (CG) and cell layers of the retina of rats. Three days after administration of DTPA (10µM) 
primary antibodies and secondary antibodies conjugated with rhodamine or fluorescein isothiocyanate (FITC) were used as required. 
For immunocytochemical labeling approximately three hundred cells per condition were counted. For immunohistochemical labeling, 
the fluorescence intensity was measured as integrated optical density (DOI) in four areas for each layer of tissue. DTPA produced a 
decrease of 32 % and 29 % in GC of the total cells labeled with antibody against glycoprotein Thy 1.1 and γ-synuclein, respectively. 
It also produced a significant decrease in TAUT localization in 27 and 28 % compared to controls. DTPA produced a decrease in the 
localization of ZnT-1 and ZnT-3 in the retina layers (ganglion cells, GCC and the outer and inner plexiform, CEP and CIP). The study 
of these molecules in the retina is relevant to understanding the interactions of taurine and zinc in this structure.
Keywords: retina, taurine, taurine transporter, zinc transportes, zinc.
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INTRODUCCIÓN
La retina es un estructura altamente especializada, sensible 
a la luz y ubicada en la parte posterior del ojo, forma 
parte del sistema nervioso central (SNC) y participa en la 
percepción visual (Wurtz y Kandel, 2001). La retina está 
formada por seis familias de células que se interconectan 
mediante sinapsis, tales como: fotorreceptores (FOT, conos 
y bastones), células horizontales, bipolares, amacrinas, 
interplexiformes y ganglionares (CG), además de las células 
de Müller (CGli) (Fulton, 1950; Tessier-Lavigne, 2001).

Las CG son un tipo de neuronas localizadas en 
la superficie interna de la retina, varían en tamaño, 
conexiones y respuesta sensorial, pero todas comparten 
la característica de tener axones largos que constituyen 
el nervio óptico, con entrecruzamiento casi total en el 
quiasma óptico, y luego forman la vía óptica, transmitiendo 
la información hacia tálamo, hipotálamo, mesencéfalo y 
corteza occipital (Masland, 2012). Estas células reciben 
información de los FOT mediante neuronas intermediarias, 
como bipolares, amacrinas y horizontales (interneuronas 
de la retina) (Sung y Chuang, 2010; Masland, 2012). En la 
retina de mamíferos hay alrededor de 20 tipos morfológicos 
diferentes de CG (Vaney et al., 2001; Rockhill et al., 2002), 
que responden a las diferentes características de la imagen 
visual, como contraste local, color, velocidad y dirección 
del movimiento. Las CG han sido clasificadas según su 
tamaño y patrón de ramificación de las dendritas en 
diferentes mamíferos: mono (Dacey, 1994), gato (Boicot 
y Wässle, 1974; Berson et al., 1998; Berson et al., 1999), 
hurón (Vitek et al., 1985; Wingate et al., 1992), conejo 
(Levick, 1967; Caldwell y Daw, 1978; Vaney et al., 1981), 
rata (Peichl, 1989; Wong et al., 2012) y ratón (Doi et al., 
1995; Badea y Nathans, 2004). Sin embargo, a menudo 
resulta difícil clasificar a las CG sólo por sus formas, ya 
que esto puede variar en la retina de las diferentes especies. 
Una de las maneras de definir y estudiar diferentes tipos 
de CG es mediante la aplicación de marcadores selectivos 
para una población determinada (ver Wässle, 2004), 
también se han aplicado ensayos de electrofisiología para 
su estudio (DeVries y Baylor, 1997).

La taurina y el zinc se encuentran en altas concentraciones 
en la retina y cumplen funciones similares en esta 
estructura, tales como neuroprotección, estabilización de 
membranas, regeneración y modulación del desarrollo, 
posiblemente por mecanismos paralelos o coadyuvantes 
(Nusetti et al., 2005). El efecto del quelante de zinc sobre 
la localización del transportador de taurina (TAUT) y 
los transportadores de zinc (ZnT) resulta ser novedoso 
y permite la contribución a una mejor compresión de la 
interacción de taurina y zinc y sus funciones en la retina, 
células y tejido. Los objetivos del presente trabajo son 
estudiar el efecto del quelante de zinc extracelular, el ácido 

dietilen-triamino-penta-acético (DTPA), sobre el TAUT en 
CG aisladas de retina de rata y evaluar el efecto del DTPA 
sobre el TAUT, ZnT-1 y 3 en las diferentes capas de la retina 
de rata por inmunohistoquímica.

MATERIALES Y MÉTODOS
Animales
Se emplearon ratas macho Sprague–Dawley con peso de 200 
a 250 g, procedentes del Bioterio del IVIC, fueron mantenidas 
en condiciones de agua y alimentación ad libitum, ciclos de 
luz-oscuridad 12h/12h, individualmente en cajas metálicas 
con piso cerrado. Antes del inicio de los tratamientos, 
las ratas tuvieron un período de adaptación mínimo de 
48 horas en el Bioterio Experimental del Laboratorio. El 
número de ratas por experimento se estableció de acuerdo a 
estimados estadísticos en base a la variabilidad de los datos 
y con observación de las normas éticas. La manipulación de 
los animales se realizó bajo las normas de bioética animal 
(Jayo y Cisneros, 1999) y fue aprobada (2010-actualmente) 
por la Comisión de Bioética para Investigación en Animales 
del Instituto Venezolano de Investigaciones Científicas.

Tratamiento con el quelante de zinc extracelular ácido 
dietilen-triamino-penta-acético in vivo
Se inyectaron 2 µl del quelante de zinc extracelular ácido 
(DTPA) (Sigma-Aldrich), 10 µM, por vía intraocular (io). A los 
tres días de la administración se aislaron las células o se fijaron 
los ojos según el ensayo experimental de inmunocitoquímica 
o inmunohistoquímica, respectivamente. Al grupo control 
se le administró el vehículo, 2 µl de dimetil sufóxido 
(DMSO) al 0,31 % concentración inicial (3,1 ml de DMSO 
al 100 % + 100 ml de H2O), concentración final al 0,001 % 
io. La dilución en el ojo es de aproximadamente 7,25 veces, 
tomando en cuenta el volumen acuoso del ojo es arededor 
de 12,5 µl (Márquez et al., 2016).

Aislamiento de las células de retina de rata
Las ratas fueron decapitadas, se extrajeron los ojos y se realizó 
la disección de las retinas inmediatamente. Las células fueron 
aisladas con tripsina 0,25 % en solución amortiguadora 
de Locke (NaCl 154 mM, KCl 2,7 mM, K2HPO4 2,1 mM, 
KH2PO4 0,95 mM, sacarosa 2,7 mM y HEPES 2,5 mM) pH 
7,4 a 37 ºC por 30 min, y por disgregación mecánica con 
pipeta Pasteur. Las células fueron lavadas dos veces con 
solución salina tamponizada con fosfato (PBS) 0,1 M, pH 
7,4. Luego se centrifugaron por 10 min a 2000 rpm (300 g). 
El contaje de las células se efectuó en cámara de Neubauer, 
y la integridad de la membrana citoplasmática se determinó 
por exclusión de azul de Tripán al 50 % resuspendido en PBS 
a una concentración final de 0,4% (Fig. 1) (Lima et al., 1991; 
Márquez et al., 2014). Para todas las muestras usadas el 
porcentaje de viabilidad celular fue mayor de 90 %.
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Marcaje inmunocitoquímico del transportador de taurina 
en células ganglionares
Se efectuó la adhesión celular sobre láminas recubiertas 
con poli-L-lisina (0,0025 mg/ml), 400 µl por lámina 
(aproximadamente 5x105 células), por 2 h a temperatura 
ambiente. Las células aisladas fueron fijadas con 
paraformaldehído 2 % en PBS (1000 µl) por 30 min y 
resuspendidas en PBS + sacarosa al 30 %. Para permeabilizar 
las células se les colocó Triton X-100 0,3 % en PBS por 20 
min. Para el bloqueo de los sitios de unión inespecífica se 
añadió una solución de albúmina sérica de bovino (ASB) 
al 5 % en PBS por 40 min. Para marcar las CG se utilizó 
IgG de cabra anti-glicoproteína Thy 1.1 (Santa Cruz 
Biotechnology, sc-9163) IgG de ratón anti anti-proteína 
γ-sinucleína (Abcam, ab47966) durante 1 h a 37 ºC, a 
una dilución de 1:100 en PBS, Triton X-100 al 0,3 % y ASB 
al 1 %. Luego de la incubación, fueron lavadas dos veces 
con PBS y se incubaron en la oscuridad con el anticuerpo 
secundario: IgG de conejo anti anti-IgG de cabra conjugado 
con rodamina, o IgG conejo anti-IgG de ratón, (Santa Cruz 
Biotechnology, sc-3945 y sc-358922) a una dilución 1:50 y 
1:400 respectivamente, en PBS, por 45 min. Otro juego de 
láminas se incubaron por 1 h con el anticuerpo policlonal 
desarrollado en conejo anti-TAUT-1 (Alpha Diagnostic 
International, TAU11-A) (Pow et al., 2002) o anticuerpo 
monoclonal desarrollado en ratón anti-TAUT (Santa Cruz 
Biotechnology sc-166640) a una dilución de 1:500 en PBS, 
Triton X-100 al 0,3 % y ASB al 1 %, por 45 min. Se lavaron 
con PBS y se incubaron con un anticuerpo secundario: IgG 
de cabra anti-IgG de conejo o IgG de conejo anti-IgG de 
ratón según fuera el caso, conjugados con fluoresceína-5-

isotiocianato (FITC) (Santa Cruz Biotechnology sc-2012 y 
sc-358916, respectivamente) a una dilución de 1:250 en 
PBS, por 45 min. Las láminas fueron lavadas con PBS. Para 
el control negativo las secciones fueron incubadas solamente 
con el anticuerpo secundario (Pow et al., 2002). Luego fueron 
observadas en un microscopio de epifluorescencia Nikon 
Eclipse E600 y el contaje celular se realizó en cuatro campos 
por muestra y en cada campo se contaron 300 células y se 
calcularon los porcentaje de células CG, positivas para la 
glicoproteína Thy 1.1 y para γ-sinucleína, y de las CG que 
presentaron al transportador TAUT-1.

Marcaje inmunohistoquímico del transportador de 
taurina y transportadores de zinc
Disección y fijación de los tejidos
Las ratas fueron anestesiadas con Equitesin (1 ml ip/kg) 
(0,08 g/ml pentobarbital Na+ en etanol 95 %, 0,09 g/ml de 
hidrato de cloral en propilenglicol y 0,04 g/ml de sulfato 
de magnesio en agua). Los animales fueron decapitados, se 
extrajeron los ojos y fueron fijados con formaldehido 4 % 
durante 24 h.

Inclusión en parafina
Después de la fijación los ojos fueron deshidratados 
mediante cuatro lavados con etanol al 70 % durante 4 h y 
posteriormente fueron aclarados en xileno, y se efectuaron 
tres cambios de diez minutos cada uno a temperatura 
ambiente, luego se incluyeron en cuatro cambios de parafina 
por 1 h en una estufa a 56-58 ºC. Se prepararon bloques 
histológicos y se dejaron solidificar durante toda la noche a 
4 ºC y fueron cortados en micrótomo en secciones de 5 µm.

Figura 1. Figura representativa del porcentaje de la viabilidad en células de retina de rata en grupos control y tratados con DTPA. En ambos 
grupos el porcentaje de viabilidad fue mayor del 90 %. Cada valor representa ± E.E.M. n=6.
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Inmunohistoquímica de los transportadores de zinc
Las secciones fueron montadas en láminas cubiertas con 
gelatina de cromo (gelatina 0,5 %, alumbre cromo 0,05 % 
en agua destilada). Se realizó la recuperación antigénica con 
tripsina 0,5 % durante 15 min y las láminas fueron lavadas 
con PBS. Para permeabilizar el tejido, las láminas fueron 
incubadas con el detergente Triton X-100 (0,1 %) diluido en 
PBS durante 10 min y lavadas con PBS. Para bloquear las 
uniones inespecíficas se agregó ASB 5 % diluida en PBS por 
1 h. Luego dos secciones seriadas, por separado, fueron 
incubadas durante toda la noche a 4 ºC con el anticuerpo IgG 
de cabra anti-ZnT-1 (Santa Cruz Biotechnology, sc-27502) y 
anti- con IgG de conejo anti-ZnT-3 (Synaptic Systems, 197 
011) a una dilución de 1:500 en 5 % ASB en PBS. Después 
de la incubación las secciones fueron lavadas con PBS e 
incubadas en la oscuridad a temperatura ambiente por 1 
h con el anticuerpo secundario IgG de conejo anti IgG de 
cabra (para marcar ZnT-1) o IgG de cabra anti IgG de conejo 
(para marcar ZnT-3) conjugados con FITC (Santa Cruz 
Biotechnology) a una dilución de 1:500 en 5 % PBS (Nusetti 
et al., 2009). Para la tinción de los núcleos de las células, las 
secciones fueron incubadas durante 5 min con 1 µg/ml de 
diclorhidrato de 4’,6-diamidino-2-fenol-indol (DAPI), lavadas 
con PBS y montadas con immu-Mount® (Thermo-Scientific). 
En la Figura 4 se muestra una imagen representativa de la 
tinción de los núcleos con DAPI en células aisladas y tejido 
de retina. Para examinar la inmunofluorescencia de DAPI, 
FITC y rodamina se usó un microscopio Nikon (Eclipse E600) 
con cámara acoplada Coolpix 4300. Para el control negativo, 
las secciones fueron incubadas solamente con el anticuerpo 
secundario (Pow et al., 2002).

Análisis de las fotografías
Las fotografías fueron combinadas y analizadas con el 
programa ImageJ versión 1.47, el cual es un programa 
de procesamiento de imagen digital de dominio público 
programado en Java y desarrollado en el National Institutes 
of Health (Collins, 2007). La fluorescencia se midió como 
densidad óptica integrada (DOI). Para la determinación 
de la DOI se usó una región de interés (ROI) circular (se 
seleccionó la opción de herramienta “elíptico” en ImageJ) de 
100 píxeles2 (= 60 µm2) en cuatro zonas por cada capa del 
tejido escogidas al azar para luego calcular la DOI promedio 
de cada capa (Joachim et al., 2012). En el caso de la capa de 
células ganglionares (CCG), las mediciones se realizaron por 
células, se escogieron diez células al azar y por cada célula 
se midió la DOI usando una ROI de 20 pixeles2 para luego 
calcular la media.

Análisis estadístico
Los valores fueron expresados como el media aritmética 
± error estándar de la media (E.E.M). Para establecer las 
diferencias significativas entre cada transportador en las 

capas de la retina se utilizó análisis de varianza (ANOVA), 
seguido del post-test de Tukey del programa estadístico 
INSTAT (Tapia, 1994). Se consideraron estadísticamente 
significativas las diferencias entre las medias con un valor 
de p < 0,05.

RESULTADOS
Efecto del quelante de zinc extracelular, ácido dietilen-
triamino-penta-acético sobre las células ganglionares, 
el transportador de taurina en las células retinianas 
y la localización del transportador en dichas células 
ganglionares
Tres días después de la administración io de 10 µM de DTPA, 
se observó una disminución, estadísticamente significativa, 
en un 32 % de las CG positivas para la glicoproteína Thy 1.1., 
(35 CG de 281-306 células retinianas totales) con respecto 
a los controles (55 CG de 200-346 células retinianas totales) 
(Fig. 2A). El tratamiento con el quelante también produjo 
una disminución de la distribución del TAUT en el total 
de células retinianas en un 28 % respecto a los controles 
cuando se usó el anticuerpo Thy 1.1. (Fig. 2A). Resultados 
similares se observaron al marcar las CG con el anticuerpo 
anti-γ-sinucleína. Se observó una disminución en un 29 % 
de las CG marcadas (41 CG de 255-322 células retinianas 
totales) respecto a los controles (55 CG de 274-341 células 
retinianas totales) (Fig. 2A). Hubo una disminución de 
la localización del TAUT en el total de células retinianas 
en un 27 % respecto a los controles (Fig. 2A) cuando se 
usó el anticuerpo primario anti-γ-sinucleína. No hubo 
diferencias significativas en la distribución del TAUT en 
las CG marcadas con Thy 1.1 o γ-sinucleína después del 
tratamiento con DTPA (Fig. 2B). La Figura 3 muestra 
imágenes representativas del inmunomarcaje de las CG con 
el anticuerpo Thy 1.1, en rojo (Fig. 3A y B) y γ-sinucleína, 
(en rojo, Fig. 3C y D) y del TAUT (en verde) indicadas por 
las flechas en especímenes controles (Fig. 3A y C) y tratados 
con DTPA (Fig. 3B y D).

Localización de los transportadores de zinc en las capas 
de retina de rata después de la inyección del quelante 
de zinc extracelular
Los valores de DOI son presentados en la Tabla 1 y 2. El 
tratamiento con DTPA produjo diferencias significativas en 
la localización del ZnT-1 y ZnT-3 (Fig. 5A y 5B, Tabla 1 y 2). 
Fue observado una disminución significativa de la DOI 
del ZnT-1 en la capa de (CCG), capa plexiforme interna y 
externa (CPI y CPE) y fotoreceptores (FOT) comparado con 
el grupo ZnT-1 control (ver Fig. 5A, Tabla 1). El tratamiento 
con DTPA también produjo una disminución significativa 
de la localización de ZnT-3 en las mismas capas retinianas. 
La localización de ZnT-3 decrece significativamente en 
CCG, CPI y CPE respecto al grupo ZnT-3 control (Fig. 5B 
y Tabla 2).
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Figura 2. (A) Porcentaje de células ganglionares (CG) marcadas con el anticuerpo primario anti-glicoproteína Thy 1.1 (total de células 
contadas: 281-306) y con el anticuerpo primario γ-sinucleína (total de células contadas: 255-322). Porcentaje de células con transportador de 
taurina (TAUT) en el total de células retinianas después de 3 días de la inyección de 10 µM de DTPA. Total de células contadas (cuando se usó 
Thy 1.1: 200-346; γ-sinucleína: 274-341). (B) Localización del TAUT en las CG marcadas con el anticuerpo primario Thy 1.1 y γ-sinucleína después 
de la administración de DTPA. Cada valor representa ± E.E.M. *p< 0,05 respecto a CG (Control) marcadas con Thy 1.1 y γ-sinucleína; ** p< 0,05 
respecto a TAUT (Control) cuando se marcan las células con Thy 1.1 y γ-sinucleína.

Tabla 1. Intensidad de fluorescencia del ZnT-1 expresada en densidad óptica integrada, DOI, después de la administración del ácido dietilen-
triaminopentaácetico en la retina de rata. Transportador de zinc ZnT-1: n=6; Densidad óptica integrada determinada en las capas de la retina en 
cuatro áreas seleccionadas aleatoriamente para calcular el promedio. En la CCG, se escogieron de manera aleatoria diez células del mismo tamaño 
para calcular el promedio. Cada valor representa la Media ± E.E.M. *p < 0,05 respecto a las capas de la retina del grupo control.

Capas de la retina ZnT-1 Control Znt-1 + DTPA 

CCG 137,21 ± 4,95 114,19 ± 5,59*

CPI 132,29 ± 6,26 108,22± 3,01*

CNI 111,58 ± 4,75 114,20 ± 7,45 

CPE 186,71 ± 7,20 122,04 ± 3,69*

CNE 119,38 ± 4,98 113,75 ± 4,10

FOT 164,91 ± 5,36 142,05 ± 4,66 *
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Figura 3. Imagen representativa del inmunomarcaje de las células ganglionares (CG) con el anticuerpo primario anti-glicoproteína Thy 
1.1 o anti-proteína γ-sinucleína , anticuerpo secundario rodamina (rojo) y del transportador de taurina (TAUT) marcado con fluoresceína, 
FITC, en células aisladas de retina de rata. (A) Controles, se muestra luz blanca, CG (Thy 1.1) marcadas con rodamina (rojo) y TAUT con 
FITC (verde). (B) DTPA, luz blanca, CG (Thy 1.1, rojo) y TAUT (verde). (C) Controles, se muestra luz blanca, CG (γ-sinucleína) marcadas 
con rodamina (rojo) y TAUT con FITC (verde). (D) DTPA, luz blanca, CG (γ-sinucleína, rojo) y TAUT (verde). Las flechas indican las CG 
con TAUT. 40X, barra: 0,7 cm = 15 µm.

Tabla 2. Intensidad de fluorescencia del ZnT-3 expresada en densidad óptica integrada, DOI, después de la administración del ácido dietilen-
triaminopentaácetico en la retina de rata. Transportador de zinc ZnT3: n=6; Densidad óptica integrada determinada en las capas de la retina en 
cuatro áreas seleccionadas aleatoriamente para calcular el promedio. En la CCG, se escogieron de manera aleatoria diez células del mismo tamaño 
para calcular el promedio. Cada valor representa la Media ± E.E.M. *p< 0,05 respecto a las capas de la retina del grupo control.

Capas de la retina ZnT-3 Control ZnT-3 + DTPA

CCG 142,55 ± 3,23 106,43 ± 2,72 *

CPI 138,37 ± 6,82 118,82 ± 3,80*

CNI 120,70 ± 7,18 114,98 ± 1,49

CPE 149,39 ± 6,08 120,13± 4,52*

CNE 130,25 ± 4,38 122,08 ± 1,87

FOT 151,17 ± 7,27 134,76 ± 3,88 *
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Figura 4. Imagen representativa del marcaje de los núcleos con DAPI en células y tejido de grupos control. (A) Células aisladas: se muestra luz 
blanca CG (Thy 1.1). (B) CG Thy 1.1) marcadas con rodamina (rojo), núcleos con DAPI (azul) y TAUT con FITC (verde). (C) Tejido: se muestra la 
luz blanca de la capa de células ganglionares. (D) Núcleos de las células con DAPI (azul), TAUT con rodamina (rojo) y ZnT-1 con FITC (verde). Las 
imágenes fueron tomadas con un microscopio Nikon, 40X. Barra: 12 µm.

DISCUSIÓN
Las CG en retina de rata, y en otros mamíferos, son las 
responsables de la codificación de la información visual en 
señales eléctricas y en transmitir estas señales al cerebro a 
través del nervio óptico (Hadjinicolaou et al., 2016). Estas 
células tienen una gran variedad de tipos morfológicos 
que se distinguen por el tamaño del soma, el tamaño del 
campo dendrítico, patrones de ramificación y estratificación 
(Masland, 2001; Wässle, 2004). Sus características 
morfológicas, junto con la distribución de los canales iónicos 
en la membrana celular, dan lugar a propiedades intrínsecas 
que influyen en la codificación de la información visual 
(O’Brien et al., 2002). En el trabajo previo Márquez et al. 
(2015), demostramos que las CG de retina de rata presentan 

el TAUT. Sin embargo, similar a los resultados del presente 
estudio, no todas las CG tienen el TAUT (~65 %) en los grupos 
control, lo cual indica la variabilidad en la distribución y la 
probable funcionalidad de estas células por la presencia de 
transportadores en la membrana plasmática, como en el caso 
de TAUT, posiblemente en relación con la diferenciación de las 
CG y la comunicación de estas células con regiones centrales 
inervadas por el nervio óptico (Márquez et al., 2015). La 
confirmación de la presencia diferencial del TAUT en las CG 
fue determinada por ensayos de inmunocitoquímica con el uso 
de dos anticuerpos distintos para marcar CG en la retina: anti 
glicoproteína Thy 1.1 (Barnstable y Dräger, 1984; Zhang et al., 
2010) y anti proteína γ-sinucleína (Surgucheva et al., 2008), 
el cual se ha reportado ser un marcador específico de las CG 
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y su expresión y localización son alteradas en enfermedades 
oculares (Surgucheva et al., 2008). El inmunomarcaje de CG 
resultó similar con ambos anticuerpos (ver Figs. 1 y 3). La 
variedad de estas células en la retina (CG) demuestra que 
algunas presentan TAUT y otras no. La presencia de taurina y 
de su transportador en las CG, podría estar relacionada con 
las funciones de estas células, como osmoregulador (Lima, 
1999), estabilización de membranas (Lombardini, 1991), 
protección (Pasantes-Morales y Cruz, 1984), además de que 
este aminoácido actúa como un agente trófico en la retina y 
en el nervio óptico (Lombardini, 1991; Lima, 1999; Cubillán 
et al., 2012).

No hay muchos estudios de los efectos del zinc sobre 
la localización del TAUT en células específicas de la retina 
como las CG. En este estudio se observó que el quelante de 

zinc extracelular DTPA, a los tres días de ser administrado 
de manera io, produjo una disminución significativa de 
la cantidad de CG que expresan γ- sinucleína y TAUT; y la 
cantidad de TAUT también disminuyó. Así TAUT requiere de 
taurina y zinc para su normal funcionamiento, CG requieren 
del TAUT para su integridad y necesitan de taurina y zinc 
como agentes tróficos y antioxidantes. El zinc modula el 
transporte de taurina en células aisladas de retina de rata de 
manera dependiente de la concentración, por acción directa 
sobre el transportador o por la formación de un complejo 
taurina-zinc en la membrana celular (Márquez et al., 2014). 
Es relevante, que en todos ensayos de inmunocitoquímica 
fue evaluada la viabilidad celular como se describió en 
materiales y métodos. La viabilidad fue mayor del 90 % tanto 
en las muestras controles como en las tratadas con DTPA 

Figura 5. Efecto ácido dietilen-triaminopentaácetico sobre (A) la localización del transportador de zinc de membrana plasmática (ZnT-1) y (B) 
la localización del transportador vesicular (ZnT-3) en las capas de retina de rata. ZnT-1 y ZnT-3 fueron marcados con fluoresceína (verde). Las capas 
de la retina fueron observadas. CCG, capa de células ganglionares; CPI, capa plexiforme interna; CNI, capa nuclear interna; CPE, capa plexiforme 
externa; CNE, capa nuclear externa; FOT, capa de fotorreceptores. Se muestra el control negativo. Se muestra la localización del transportador, n=6 
para cada ZnT-1 y ZnT-3. Las imágenes fueron tomadas con un microscopio Nikon, 40X. Barra: 12 µm.
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io, lo cual nos indica que el DTPA no está afectando dicho 
patrón (Fig. 1). Probablemente la disminución del TAUT sea 
producto de la disminución del número de CG debido a la 
deficiencia de zinc causada por el DTPA. Las CG presentan a 
este transportador y al disminuir la cantidad de las mismas 
disminuye el TAUT, sin embargo, no hay reportes previos.

No se ha conocido si el TAUT presenta residuos de 
histidina (His) en alguno de sus dominios, lo cual podría 
ser algún sitio de reconocimiento del metal como se ha 
demostrado en el transportador de serotonina (White et al., 
2006) y dopamina (Norgaard-Nielsen et al., 2002; Stockner 
et al., 2013). Los efectos genómicos del zinc mediados por 
factores de transcripción, también podrían ser de relevancia. 
Se han identificado genes en intestino, timo y monocitos, 
son regulados por el zinc. Estos, están implicados en la 
transducción de señales, influyen en la respuesta inmune, 
en las respuestas al estrés, y en crecimiento y utilización de 
energía (Cousins et al., 2003). Entre los genes identificados 
se encuentran: uroguanilina, hormona colecistoquinina, 
proteína tirosina quinasa específica de leucocitos (LCK), 
receptor de citoquinas de células T, proteínas de choque 
térmico y en la reparación de daños en el ADN (Cousins 
et al., 2003). Se ha sugerido que uno de los mecanismos 
de regulación del TAUT es por factores de transcripción, 
ya que se ha descrito al promotor del TAUT con varios 
sitios de unión a diferentes factores de transcripción entre 
los que encontramos a p53, c-myb, Ap1, WT1, Sp1 (Han 
et al., 2006; Chesney et al., 2012). La disminución de zinc 
causada por el quelante DTPA podría modificar la actividad 
del TAUT y las concentraciones de taurina debido a sus 
efectos sobre los factores de transcripción regulados por el 
zinc. Se ha demostrado la presencia de taurina, TAUT y de 
transportadores de zinc en diferentes capas de las retinas de 
pez dorado (Nusetti et al., 2009) y de rata (Márquez et al., 
2015). TAUT está localizado en todas las capas de la retina 
de rata, con una localización significativamente mayor en 
la capa nuclear interna (CNI), en comparación con las 
(CPI) y (CPE) (Márquez et al., 2015). Los ZnT han sido los 
transportadores de zinc más estudiados en esta estructura. 
Sólo hay dos estudios que demuestran las presencia de la 
familia ZIP en la retina, en células del epitelio pigmentario 
(Leung et al., 2008; Leung et al., 2012). De los diez miembros 
de la familia de ZnT, sólo existe evidencia en la retina de 
cuatro, el ZnT-1 (Nolte et al., 2004; Sekler et al., 2007; Leung 
et al., 2008), el ZnT-3 (Redenti y Chappell, 2004; Redenti 
y Chappell, 2007), el ZnT-7 (Wang et al., 2006) y el ZnT-8 
(DeNiro y Al-Mohanna, 2012). Nosotros hemos demostrado 
la localización del ZnT-1 en las diferentes capas de retina 
de rata con mayor intensidad en la (CCG) en comparación 
con la CNI, CPE y FOT; el ZnT-3 distribuido de manera 
homogénea en las capas retinianas, y el ZnT-7 localizado 
con mayor intensidad en FOT (Márquez et al., 2015). En 
este estudio observamos que el quelante de zinc DTPA 

produjo una disminución significativa de la localización de 
los transportadores de zinc en las capas de la retina: ZnT-
1 de membrana plasmática principalmente en CCG, CPI, 
CPE y FOT y el ZnT-3 vesicular disminuyó de manera similar 
al ZnT-1 respecto a los grupos de control. Márquez et al. 
(2015) reportaron un intenso marcaje de los ZnT (1, 3 y 
7) en los FOT, lo cual se relaciona con la función del zinc 
como neuromodulador de la neurotransmisión sináptica 
(Frederickson et al., 2005). El ZnT-1, transportador presente 
en la membrana plasmática, permite mantener los niveles 
de zinc por el eflujo de la célula (Lichten y Cousins, 2009). 
La capa FOT no es una región sináptica, sin embargo se 
concentran vesículas sinápticas (Redenti y Chappell, 2004). 
En el caso del ZnT-3, transportador vesicular, en los FOT 
parece estar involucrado en la respiración mitocondrial de 
los mismos, pues se ha demostrado la presencia de este 
transportador en la membrana limitante externa de la 
retina, región donde se encuentran los segmentos internos 
de los FOT, rica en mitocondrias (Redenti y Chappell, 2004; 
Redenti y Chappell, 2007). El DTPA podría afectar las 
funciones del ZnT-1 y 3 en FOT ya descritas.

La disminución de ZnT-1 y 3 en CCG podría estar 
relacionada con que las CG reciben información de los 
FOT mediante neuronas intermediarias (células bipolares, 
amacrinas y horizontales). Probablemente la disminución 
ZnT-1 y 3 sea producto de la disminución del número de 
CG en la CCG debido a la deficiencia de zinc causada 
por el DTPA. Las CG presentan estos transportadores 
de zinc similar al TAUT. El zinc es un elemento esencial 
en el SNC y en el proceso visual (Masland, 2012) y al 
disminuir su concentración por efecto del quelante influye 
el proceso visual integrado por la conexión sináptica entre 
las neuronas retinianas. Por otro lado, la distribución de 
estos transportadores disminuyeron significativamente 
en CPI y CPE después del tratamiento con DTPA. La 
presencia de las proteínas transportadoras de zinc en estas 
capas es importante ya que algunas regiones de conexión 
sináptica son cruciales, lo cual sugiere el secuestro de 
zinc y almacenamiento vesicular en el caso de ZnT-3 en 
ambas capas plexiformes. El ZnT-1 también podría estar 
involucrado en mantener los niveles de zinc adecuados 
pero por el eflujo de zinc de la célula. Nosotros hemos 
observado que la disminución de zinc produce una 
disminución en sus transportadores, lo que demuestra que 
estas proteínas ZnTs son relevantes para la homenostasis 
de zinc y responden a los cambios de las concentraciones 
del metal en las células. Los ZnTs facilitan la eliminación 
de zinc libre citosólico, ya sea exportando el zinc a través 
de la membrana plasmática o secuestrando el zinc en 
vesículas. Sería interesante evaluar a los transportadores 
ZIP, los cuales funcionan de manera opuesta como una vía 
para el flujo de zinc a través de la membrana plasmática o 
de vesículas. De hecho, se ha reportado que en eritrocitos, 
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el zinc es esencial para su funcionamiento normal y la 
homeostasis intracelular de zinc durante la diferenciación 
de estas células se encuentra fuertemente regulada (Ryu et 
al., 2008). En eritrocitos de ratones con dieta deficiente 
de zinc por Wenstern Blot y ensayos densitométricos, se 
observó una disminución en la expresión las proteínas 
transportadoras ZnT-1 y ZnT-10 respecto a los grupos 
control. Por el contrario, bajo las mismas condiciones 
dietéticas el transportador ZIP-10 aumenta su expresión 
en estas mismas células (Ryu et al., 2008).

CONCLUSIONES
Los transportadores de zinc contribuyen a regular los niveles 
intracelulares de este micronutriente para mantener las 
funciones celulares. Nuestros resultados sugieren que la 
disminución de zinc repercute sobre el sistema de taurina en 
la retina, tanto los niveles como su transportador. El balance 
del zinc, de la taurina y las proteínas transportadoras 
contribuyen con el entendimiento de la interacción de 
ambas moléculas en la retina.
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