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1.1 HMISTAMINAS GENERALIDADES
La bhistamina et una hormona local ¢ autacoide; se forma en

el organismo a2 partir de la histidina, por accidn de la enzima

histidina descarboxilasa. Esta enzima se encuentra presente en

todos los tejidos del organismo. (1)
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La histamina se encuentra en los vertebrados, principalménto

local izada en los siguientes depssitos;

&> En los grénulos de los mastocitos o celulas cebadas y en los

gr&nulos de los bascfilos. En estos gra&nulos, 1a histamina

se encuentra debilmente unida por fuerzas ionicas con el

comple jo heparina-proteina.

b> En las células del! sistema nervioso central (probablemente en

las neuronas) y en algunas células de te idos en regeheraciodn

6 en crecimiento rapido. ¢2)

c> En la capa mucosa del aparato digestivo. (3>

La histamina para que ejerza su  accion tiene que ser

liberada al medioc interno y su liberacidn es estimulada por una

serie de factores como son:

ad ~Algunos polipéptidos y proteinas que ponen en marcha una

respuesta secretoria no citolitica (exocitosis).



b Algunas otras sustancias que causan dafos tisulares y pueden
considerarse como estimulos fisiopatoldgicos que pnrticiban
en la liberacidn de la histamina que sigue al daRo.celular.

c) Se libera en la piel por estimulos fisicos, produciendo Iia
1lamada “"triple respuesta de Lewis” con dilatacidn capilar,
dilatacion arterial y edema.

d> En la inflamacidn

@) En la anafilaxia ¥y en los estados alérgicos.

f> Por algunos compuestos bésicos como amidas, amidinas y
diversos alcaloides.

La accidn de la histamina es fugaz porque se difunde en 1los
te jidos y se metaboliza réepidamente. )

Son dos, las vias principales del catabolismo de 1a
histtﬁina en el hombre. ta m&és importante inqluye 1a metilacion
del anille y es catalizada por la enzima histidina—N—ﬁetil
transferasa <imidazol-MN-metil transferasa, INMMT) . Casi todo el
produc to, 1a N-metil histamina, se convierte por accion de 1ax
Monoamina Ox idasa (MAO> en &cido-N-metil imidazol acético. En la
otra via lg histamina experimenta desaminacion ox idativa
catalizada principalmente por la Diamina oxidasa <(DAD>, que
realmente esta formada por enzimas no especificas que se
encuentran en cas{ todos 1los tejidos y desaminan diversas
diaminas arom&ticas ¢ alifaticas. Los productos son el &cido
imidazol acético y sventualmente el ribdsido imidazol acético.
Fig.1.1 .

Los metabolitos, que tienen poca © ninguna actividad

farmacoldégica, se excretan por la orfna.
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Catabolismo de 1a histamina en el organismo.



1.2 AGONISTAS ¥ ANTAGONISTAS HISTAMINERGICOS
La hictamina actia a través de dos clases definidas de
receptorecs llamados H, (4) y Hz (5, por medio de loar‘cuales

e jerce sy accidn. Estos dos tipos de receptores - se han

identificado por medic de respuecstas diferenciale diversos

agonistas ¥y su blogueo por antagoﬁistaé
disponibil idad de estos agoni&tae#H

respectivos antagonistas han éqnt

Algunocs agonistas. Hit ndicaran

continuacidén. con susrespectiiy

2-metil

2—(2-pir

2,2 aminoctiltiazol

Los antagonistas H, suprimen las acc eb dasﬂaféafimulo

de los receptores Ha hiétamiﬁergitb?' kfddﬁg - estos

antagonistas tienen acciones farmaCQldg{caS“'y . dplidacianes
terapéuticas seme jantes.

Loe antagonistas . s€ clasifican (2) (&) ens o
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1.2.2 Agonistas ¥ Antagonistas Ha.

Algunos agonistas tipicos que actdan socbre los receptores

Ha se indican acontinuacidn:

, #-metilhistamina “BCHCH{ CHrNH, o .
AN B e T
Impromidina H3c7=———<CH2\ s <M \CHZ’NH-SWNH_C”{'CHE—.C H27==\
H’N\/N\H " ' N\/g_p

La introduccisn de 1os antagonistas Ha se ha logrado
modificando a la moleécula de histaminaj se conserva el anillo
imidazol de 1la histamina pero se adiciona una cadena lateral
mucho m&s voluminosa. el anillo imidazdlico se considera
importante Para el reconocimiento por los receptores Ha
histamineérgicos. (7>

Entre los antagonistas mis empleados se tiene a los

siguientes: H.C
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1.3 PRINCIPALES ACCIONES DE: LA HISTAMINA ¥ PAPEL DE LOS
RECEPTOREES Hs Y Ha EN DIFERENTES PROCESOS FISIOLOGICOS.
Las principales acciones de la histamina son las siguientess
-=En el sistema vascular .induce dilatacién de los Vasos
sanguineos produc iendo una baja de la presidn arterial
sistémica, disminuye 1la resistencia periferica Yy aumenta la
permeabil idad capilar. Aparentemente en estas acciones participan
.¥tanta los.receptores H, como 1ot Ha.
--En el corazén la histamina produce un efecto cronoctrdpico
. positivo a traves de 1os receptores Ha, un efecto inotrdépico
positivo a traves tanto de receptores Hy como Ha.
--Cuando se infroduce en las capas superficiales de la piel causa
Prurito. aparentemente estimulando a los receptores wmi.
-~En el masculc liso extravascular provoca contraccisén 6
relajacidn segin el tipo de miusculo ¥y tipo de receptor presente
(Hs ¥y Ha respectivamente).
-=-La histamina es un poderoso secretagogo gastrico y produce una
copiosa secrecidén de Jugo gastrico de gran acidez en dosis
inferiores a las que influyen en la prosidn arterial. Este efecto
esta mediado por 1o0¢ receptores Ha.
~-Tiene efectos estimulantes sobre las células cromafinqs

suprarrenales y los ganglios autdnomos.



-~-Tiene acciones sobre las secreciones exdcrinas salivales,
lagrimales, pancre&ticas, intestinal y bronquial.

Algunos antagonistas H, histaminérgicos impiden las
respuestas a la acetilcolina que estan mediados por receptores
muscarinicose, €s decir tienen accidén anticoclinergica; se utilizan
para tratar algunas enfermedades xleérgicas, tienen una capacidad
para contrarrestar los mareos por cinetosis,poseen actividad
anestésica local, inducen la liberacidén de ACTH (8>. £l efectd
secundario m&s comidn en la adninistracidon de estos antagonistas
es 12 sedacidon <«9)3 tambieén afectan al tracto digestivo
provocando anorexia, niuseas y vémitos.

1.3.% Papel de l0s receptores H,.

vExperimentos farnmmacoldégicos han demostradcoc que al aplicar
’hist;mina‘a diferentes células se elevan loéngiveles ‘de "caliio
intracelular, esto en presencia Yy ausencia de calcio
extracelular v 'que estos cambics estan mediados por los
receptores H, (10,11). ~on estos resul tados, estad clarc porque la
contraccién del musculo 1lisc vascular se encuentra mediado por
este receptor, ya que la contraccion del masculo liso vascular
depende criticamente de calcioc intracelular.<i2>

Estudios realizados (13-15) han demostrado que la activacidn
de los receptores H, estimula el recambio de fosfoinositidos.
Tambien se tienen evidencias de qQue la estimulacidn de estos
receptores en células de astrocitoma activa a la fosfodiesterasa
del AMP ciclico (18>,

1.3.2 Papel de los receptores Ha.
Estudios real izados por Hegstrand (17> y Kanof<i18> han

domostrado que la qcttypcidn de lg adenilato ciclasa esta mediada

?



por este tipo de receptores. Grund Y colaboradores <¢(19)
mostraron en sus trabajos que la histamina por medio de sus
receptores Ha tienen efectos sobre la lipolisis, incr;mentandose
as{ los niveles de glicerol y de &cidos grasos libres,

principalmente en tejido adiposo de perro, estoe cambiocs estan

asociadaos a elevacidn de los niveles de AMP ciclico.

1.4 MECANISMO DE TRANSDUCCION DE LOS RECEPTORES H,. Y Ha.

En general existen dos clases principales de acoplamiento &
transduccidén estimulo-respuesta para la histamina en la célula.
A) El primero se cree que esta mediado por 10s receptores H,, en
el que comprende acciones que alteran la permeabilidad de 1a
;émbrana citoplasmética a ionesc inorganicos, particularmente

mayor permeabilidad al sodio ¥y al calcio que les permite entrar

en ta célula por medic de gradientes electroguimicos »
morvilizacidn de calcio intracelular, lo cual se ve reflejadoc en
incrementoce de calcio citosdlico. AN no esta completamente

claro cual es e! sitio intracelular que funciona como depsésito
donador de calcic Yy ®1 mecanismo por el cual se efectua ¢}
proceso de la elevacidn de calcio citosélico. Algunos estudios

sefalan que 1los depdsitos de calcic intracelular puede ser la
mitocondria (20,21) otros sugieren otro deptsito como el reticulo
endoepl ésmico (22,23 o ambos <(24), Con excepcion de la membrana
slasmiatica el sitio de donde se mevilizarg calcio requiere de la
intervencison de una molécula que actuvard como segundo mensajero.
Michell 2% propuso desde 197% que el recambio de
fosfatidilinositol (PI en la membrana plasmatica era la

respuesta primaria x la intervencidsn de las hormonas dependientes

-]



de caxlcio con su receptor. Se creia que la interaccidén de la

histamina con sus receptores H, activaba a una fosfolipasa, lo
cual resulta en un incrementc de la degradacidn del PI en la

membrana plasmética convirtiendolo en t,2-diacilglicercl y mio-
inositol-t ,2-fosfato ciclico. La fosforilacidon del grupo
hidroxilo 1ibre del diacilglicerocl por ATP produce acido
fosfatidico <(PA) el cual es resintetizado a Pl por una CDP-
diacil-glicerocl inositol transferasa en el reticulo endoplasmico.
Hasta esta fecha no se tenian evidencias de cual de estos
procesos producia la movilizacidén de calcio.

En 1985 Berridge ¢ Irvine (28) demuestran en la gléndula
salival de la mosca que l1a hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIPg) en inositol 1,4,5,trifosfato <IPy)> y 1,2
diacilglicerol ocurria en 3 segundos, estos ;esultados dan 1a
ided de que el IPs pudiera funcionar como segundo mensa jeroc en la
movilizacidn de calcio intracelular. Otros traba jos realizados
por ellos demuestran que la adicidn de IP» en el rango micromol ar
induce la movilizacidon de calcic del reticulo endoplésmico, este
efecto.se podria interpretar como especifico de IPa., También se
cree que una proteina cinasa activada por el diacilglicercl,
1lamada proteina cinasa € puede tener importancia .ﬁ este
mecanismo de transduccidn hormonal.<27).

Este tipo de mecanismo también esta propuesto para otras
hormonas que son deperidientes de calcio. figura 1.4.1
B8 En el segundo mecanismo que esta mediado por los receptores
Ha, se refiere a la activacidén de la adenilato ciclasa ¥ a 1iax

Qeneracidn de AMP cicl ico.
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“ FIG. 1.4.1
PDE= fosfodiesterasa; PIPa=fosfatidilinositel 4,5 bifosfatos;
IPe=inositol 1,4,5, trifosfatos DO= 1,2 diacilglicerols PA=

Acido fosfatidico.



Por estudios realizados (28,29)> se¢ sabe que slgunos
receptores Yy la adenilato ciclasa forman parte de un complejo
integrado por tres entidades; el receptor:m.Adna proteina
reguladora denominada "N* 1a cual posee alta afinidad por
nucledtidos de guanina ¥ la subunidad catalitica de l1a adenilato
ciclasa. Recientemente se ha demostrado que la proteina “N*
involucrada en la activacidn de la adenilato ciclasa es diferente
de 1a qQue participa en la inhibicion (28,30-32>., Rodbell en 1980
28> de & cuerdo a la terminologia propuesta asigne HNe a 1la
proteinas que ecestimula a la adenilato ciclasa vy Ni a la que 1a
inhibe. Por consiguiente, la respuesta inmediata a la interacidn
hormona-receptor se inicia con la formacidén de un complejo
ol igomeérico que controla la actividad de la unidad catalitica de
la adenilato ciclasa ¥ transforma el ATP a AMP. ciclico, gque ec el
s.gundo mensa jerc. Las modificaciones &n los niveles de A;ﬁ—
cicfico son detectados por una serie de enzimas 1lamadas
proteinas cinasa <(PK)>, estas estan formadas por dos  tipos de
subunidades junas de reconoc imiento del AMP ciclico o reguladoras y
otras con actividad catal itica, las cuales se activan por este
proceso y desencadenan una cascada de fosforilacion de enzimas
reguladoras que résu;ta ibn cambios tales como estimulaciones de
1a glucogenolisies © inhibicidén de la glucogenesis. Al disminuir
loe niveles de AMP ciclico se disocia de 1las subunidades

catatiticas deteniendo el procesc.figura 1.4.2

10



AMP ciclico
Sequndo menszyero) J

: FTO
CICLA sitio de unbén

ATP a AMP ciclico
’ \ L]
Subunidad Suburydad
Regutladera Catalitica
inactiva
Toxina pertusis : 1
(G I N
Subunidad
Catalitica
activa
EFECTO a—  Enzimas .___l

FISIOLOGICO Reguladoras-

FI1G. 1.4.2

Mecanismo de transduccidn de los receptores Ha histaminérgicos.



11 OBJETIVOS DEL PRESENTE ESTUDIO; CARACTERIZACION FARMACOLOGICA
DE LOS EFECTOS DE LA HISTAMINA EN HEPATOCITOS DE RATA.

2.1 ANTECEDENTES

imoto et. al (33) reportardn que en la membrana plasmitica
de higado de rata se encuentran un gran numeroc de receptores H,
histaminérgicos, mas que otros como los receptores Ha
histaminergicos, ~adrenergicos y-prastaglandina Ea. Trabajos
efectuados por Wang et. al (34> han determinado el pesoc moclécular
del receptor H., histaminérgico hepa&tico en diferentes especies,
comprobando que estos pesos son parecidos en las diferentes
especies. Sin embargo nada se sabe del papel fisiolsgico de
estos receptores para la histamina.

Estas informaciones nos llevaron a realizar un estudio
farmacolégico de la respuesta hepatica a la histamina.

‘Se sabe que otras hormonas como 1a adrenalina, €l glucagon,
12 vasopresina ¥y la angiotensina Il estimulan la gluconeogénesis,
la glucogenolisis y la ureogénecsic en hepatocitos de rata (35~

39>.

2.2 OBJETIDOS ESPECIFICOS.

a) Determinar el efecto de la histamina en las siguientes vias
metabsl icas: Glucogenol isis, gluconeogénesis y ureogénesis
mediante curvas dosis-respuesta en hepatocitos aislados de rata.
b) Determinar los tipos de receptor histaminérgicos involucrados
efectuvando curvas dosis-respuesta a histamina con y sin
antagonistas de receptores H:. y Hz histamineérgicos (Pirilamina y
Cimetidina> en hepatocitos aislados de rata utilizando 11la via

metabdlica ureogénesis.

11




) Determinar si e] efecto de la histaminx esta mediado por
calcio extracelular, efectuando curvas Josis-respuesta en Jlas
condiciones citadas en b,

d> Determinar si las acciones de los esteres de forbol afectan la
respuesta de la histamina, efectuando curvas dosis-respuesta en
1as condiciones citadas en b.

e) Determinar si los efectos de la histamina son modificados por
diversas circunstancias <ratas tratadas con toxina pertusis,
ratas hipotiroideas) efectuando curvas dosis-respuesta en las
condiciones citadas en b.

> Determinar si 105 efectos de la histamina se encuentran
afectados por un agente activador de la Adenilato ciclasa

(forskolina) efectuando curvas dosis-respuesta en las condiciones

citadas en b.

12



MATERIALES ¥ METODOS
1 SUSTANCIAS

eustancias utilizadas se obtuvieron de los siguientes

Las

laborxtorios:
Ureasa, perox idasa, glucosa oxidasa, glutamina, ornitinz,

pirilamina, histamina, (~)adrenaxlina, di-propancliol, forbol 12-
miristato 13-acetato T PMA > y S-m-propil-2-ticuraciloc fueron
obbten idoe de Sigma Chemical Co. La forskolina (78 -—acetoxi-8,13

~tribhidroxi-tbd-14-en-31i-unoc) fue obtenidx de

epoxi- R, %20
Calbiochem.
concentrada por el métodoe de Sekura et.

La toxina pertusis fue purificada de ‘“+acunax pertusis
al. (40>, La cimetidina y

fueron generocsamente regaladas por Smith Kline

HE impromidin:
Biomedical.

and French. La calagenasa fue obtenida de Coaper

2 ANIMALES
Se usaron ratas hembras de la raza Wistar de,apraximadamente

200-250qg, ‘&l imentadas agd libitum.

El hipotirvidismo se& indu jo dandco de beber a las ratas égué
con 0.030% de S-n-propil-2~tiouracilo por 40-50 diaé, ‘estén“fue N
evaluade por decremento del peso, resequedad de ta' pisl fy

disminucidn de los niveles de triicdotiranina (21>,
La toxina pertuseis (S0ug/iG0g) fue administrada por vis:

intraperitonixl a los animales 3 dias antes del experimento. a2

3 AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS. Método de Berry and Friend (43>,

Los animal es fueron anestesixdos por inhalacidn de

cloroformo para abrir el abdomen y poder canular la vena porta.
El higado fue lavado con buffer Krebs-Ringer-bicarbonato sin
calcio <(pH=7.4) y despuée s perfundiéc recirculando por 20

13



minutos 30 ml de buffer Krebs-Ringer-bicarbonato con calcio y 13mg
de colagenasa. Todo el procedimiento se realizd en un aparato de
perfusicn a 37°’C ¥ con gaseo constante con una mezcla 957
ox {igeno/%/ COa..

El higado se transfirid a una caja petri de plastico con un
pbco de buffer Krebs—-Ringer-bicarbonato con calcio. Las celvlas
se dispersaron cuidadosamente con la boca de un tubo pequelo de
pléstico. La suspensiscn de células se filtrd con tela de nylon y
se centrifugo tres veces por un minuto a baja velocidad en una
centrifuga clinica, para lavar las células se utilizs el buffer

con calcio, obteniendose 30-40mg de c€lulas/ml (pesoc humedo), en

cada preparacidn.

4 PARAMMETROS METABOLICOS
+ P;ra los tres parsmetros metabslicos se incuba a 37°C 1 ml
de suspensidn de células con las sustancias ensayadas en
atmdsfera 9SZoxigeno/SY%coa en tubos de plastico !apado; y con
agitacion constanti por &40 minutos.

La incubacidén se termina colocando 1la suspensidn -@n  agua
helada. Para la determinacidn de glucosa o urea se centrifuga la

suspensicon por § minuto en la méxima velocidad en una centrifuga

clinica y se toma una muestra del sobrenadante.

4.1 GLUCOGENOLISIS

La incubacidn de las ceélulas se realiza en buffer Krebs-
Ringer-bicarbonato. Para determinar la degradacidn de
Qlucdgenoc, 1las ratas se utilizaron alimentadas ad libitum y los

experimentos se realizaron entre las 8 y las 10 de la maRana.

14



Los niveles de glucdgeno en la rata control fueron 4.5£0.2 mg de
glucdgeno/100 mg de higado.

La glucogenclisis se detectd ensayando glucosa en el
sobrenadante tomando previamente una muestra al tiempo cero de la

incubacidn.

4.2 GLUCONEOGENESIS.

Para determinar 12 gluconecgénesis, las ceélulas se incubaron
en buffer Krebs-Ringer-bicarbonato enriquegido éon i~lactato 10mM
como sustrato. La producciﬁn de glucosa que no fue a partir de
este sustrato y que fue aproximadamente del 10-20% de la
produccidn total, se resto en cada casc de 1o0s vzlorec obtenidos
con t-lactato. Los animales utilizados se mantienen en ayuno

durante 24 horas antes del experimento.

4.3 UREOGENESIS

El medioc de incubacidén Krebs-Ringer-bicarbonato, glucosa
10miM, €& suplements con glutamina 10md1 ¥y ornitina 2mM como
sustrato para 1la sfntesis de urea. Ltos animales fueron

utilizados a cualquier hora del dia, alimentadas ad libitum.

S METODOS ANALITICOS
S.1 Determinacicdn de glucosa. Metodo de Fales (44>

Tomar una alicuota del sobrenadante de 25 ¢ S0 ml directos
para gluconeogenesis y 25 ¢ 50 al diluidos 1:3 para
Qlucogenclisis. Anadir ©0.3m1 de reactivo de glucosa-oxidasa
(glucosa-oxidasa 2.7U/ml1 , peroxidasa de r&bano 5.2 u/ml,
diclorhidrato de o-diansidina 0.78mM en buffer glicercl-fosfatos

pH=7.0 >, agitar y esperar 1 hora, después de este tiempo

13



desarrollar color agregando 2.7 pl de waece SN ¥ leer en el
espectrofotémetro a 540 nm. ~

Los resul tados se interpolan en una curva patron de glucosa
v se expresan en nmoles de glucosa/mg de ceélulas <(peso humedo).

La curva se realiza en cada experimento.

S.2 Determinac ion de urea. Método de Gutman y Bergmeyer 45>,
Tomar una alicuota del sobrenadante de S50 ul, aRadir 1004l
de vureasa <(Smg/ml en solucidn al 50 en glicerol> y 150 ul de
buffer de fosfatos pH=7.35, agitar y tapar, incubar 20 minutos a
37°€C. DOesarrollar color agregando Sml de solucidn de fenocl o.:o_a
M-nitroprusiato 0.17mM y 9%ml de hipocloritc de sodio 11 mM,
tapar, agitar y esperar 30 minutos, leer en el espectrofotdmetro a
- S72%nm. Las lecturas de abscrbencia s& interpolan en una curva
patrén de urea y se expresan en nmoles de urea/mg de ce¢lulas

. ¢peso huomedo)., La curva patrén se realiza en cada experimento.

& METODOS ESTADISTICOS
Los resul tados presentados son el promedic de 3-8
preparaciones de ceélulas ¢+ el error estandar, determinandose cada

punto por dupl icado er cada una de las preparac iénos.
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RESULTADOS ¥ DISCUSION

‘Para caracterizar los efectos de la histamina sobre 1los
hepatocitos aislados de rata, se determinaron sus efectos
metabdl icos, usando tres parametros metabdélicos. (fig. 1O
~~ En la ureogénesis <(fig. l,panel A a concentraciones
crecientes de histamina se determinoc el porciento de estimulacion
de la sintesis de ureaj donde se observa una estimulacidn maxima
en un rango de 40-60% con respecto al basxl y la cual se saturz

en un rango de concentracidén de lﬁsﬁ a ld*

M de histamina,
teniendo una dosis efectiva %0 dextG'M de histamina.
-- En la gluconeogeénesis Cfig.1,panel B>, a concentraciones
crecientes de histamina se midid el porciento_de estimulacidn de
la sintesis de glucosa a partir de lactatos donde se cobtiene una
_estimulacidn maxima en un rango de S8-80¢ con respectoc al basal y
23] saturacidn ta presenta a2 UuUnx concentracidn de 10-1M de
histamina presentando la misma docsis efectiva 50,
-- En la glucogenclisis (fig.!,panelC) a concentraciones
crecientes de histamina se midid el porciento de estimulacisn  de
la 1liberacidn de glucosa: donde se obtiene wuna estimulacion
m&xima en un rango de 40-80% con respecto al bacsal. Tanto su
saturacidén Y su dosis efectiva cincuenta son iguales que las
anteriores. Con estos resul tados podemos decir que los efectos
de la histamina sobre estos tres parametros metabdlicos s0On
similares a l1os que se presentan con otras hormonas como la
adrenal ina (48> o el glucagon (47>

El parsametro metabdlico ureogénesis fue preferido para

1?7



realizar los siguientes estudiocos, porque las condiciones para
obtener la sintesis de urea, como para determinarla se pueden
mane jar m&e facilmente que 1as otras dos vias metabdlicas
util izadas.

Con 1os resultados anteriores se prosiguid.a determinar 3
traveés de que tipo de receptor se encuentra mediads la accién de
ta histamina, para lo cual se utilizaron para este estudio deos
antagonistas; La pirilamina (M) vy 1a cimetidina (Ha) (fig. 20
La pirtilamina inhibe el &0/ del efecto de la histamina v
cimetidina sé6lo el 30, por lo tanto a&bos antagonicstas inhiben
en forma parcial los efectos de 1la histaminz, siendc 1la
~pirilamina mas potente y efectiva que la cimetidina. Se estudio
el ef;cto de la histamina a una concentracidn $ija de 10 M, con
una concentracion saturante de uno de los antagonistas (ipth) .,

Se observd que al mantener fijaxs las concentraciones tanto
de histamina como de cimetidina e incrementar las concentraciones
de pirilamina se logra inhibir al 100% la estimulacidn obtenida.
En forma similar los efectos de la histamina (10uM> también se
irhiben por concentraciones crecientes de cimetidina, teniendo
una concéntracidn fija de pirilamina ¢(tpM> C(ver figura 2>,

Con estos resul tados se realizd el estudic de las acciones
de dos agonistas; el 2,2 amincetiltiazol (H,) y La impromidina
(Ha) (fig. 3. el agonista 2,2 aminoetiltiazol estimula
aproximadamernte 407 la ureogénesis sobre el basal,mientras que el
agonista impromidina la ectimula sdlo el 207 sobre el basal, las
drsic efectivas cincuenta para el agonista 2,2 aminoetil tiazol se
presenta a una concentracidn de 1f‘ru mientras que la del

agonista impromidina se presenta a una concentracidn de 104 M.
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Los datos indican que €] 2,2 aminocetiltizxzocl es mas efectiva ¥

menos potente que la impromidina.

Se pretendio conocer la selectividad de los agonistas 2,2

al usar antagonistas

(Ha>

amincetiltiazo!l (Hy) e impromidina (H,)

selectivos como son la pirilamina <H:) ¥ la cimetidina

Cfig.4q). Se observéd que la estimulacidn ocbtenida por el 2,2

aminoetil tiazol es inhibida totalmente por la pirilamina y sin

embargo dicha estimulacion no es inhibida por la cimetidina. Por

contrario el efedto de la impromidina con una estimulacidn

pero no por la pirilamina.

[}

del 20% es inhibida por la cimetidina,

L.os recultados presentados anteriormente nos indican lo

siguiente: ambos receptores actban para la atcion de 1a

hictamina y la accidn del receptor H, predomina sobre del

receptor Ha.
Se tienen evidencias de 1a accion de algunas hormonas
como vasopresina, angictensina 11, es dependiente del calcioc

extracelular, mientras que las de otras hormonas no ((43). Por

tal motivo se pensd en estudiar la influencia del c&alcio
extracelular en la accidn de la histamina » sus agonistas (figs.
S vy &. Se observs que en ausencia de calcio extracelular con

25uM de EGTA se produce un descenso en la estimulacicn de la

urecgénesis por la histamina (fig. S). La estimulacidn producida

por el agonista H, histaminérgico, el 2,2 aminocetiltiazocl tambieén

es disminuida significativamente por la ausencia del calcio

extracelular (fig. &) . En contraste, los efectos de 1la

impromidina no son afectados por la ausencia de calecio

extracelular (fig. &5,

| 2
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FIG. 1

EFECTOS DE LA HISTAMINA SOBRRE L& UREQGENESTS, ta GLUCONEOGENESIS
Y LA GLUCOGENOLISIS EM HEPATOCITOS DE RATA. Los hepatocitos
fueron incubadme en precencia de diferentes concentraciones de
histaminasj ureocgenesic \ (panel A, gluconeogenesis a partir de
lactato <¢panel B> v glucogenolisjis (panel C). Los resul tados se
expresan comc el porcenta je del valor basal. La ureogenesis fue
de 28¢% 1 nmoles de urea/mg de célular (peso humedo) s 1a
gluconeogenesis a partir de lactatc fue de 15¢1 nmoles de
glucosa/mg de células (peso humedo) y la glucogenclisis fue de
44+2 nmoles de glucosa’mg de ceélulas (pesoc humedo). Las lineas
verticales representan el error estandar de cada promedio de 10~
15 determinaciones usando diferentes preparaciones de celulas.
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Fr6. 2

EFECTOS DE L& PIRILAMING (ANTAGOMISTA H.>) v LA CIMETIDINA
TANTAGOREISTS Ha> SOBRE L& ESTIMULACION DE L& UREOGEMNESIS INDUCIDA
POR L  HESTAMMING, Ltos hepatocitos fueron incubados en 1x
presencia de 10-"M de hiztamina (@, 10" de histamina 010:‘. de
cimetidina “0> ¢ 10-® de histamina + 10-¢ de pirilamina (® sin ¢
con diferentes concentraciones de pirilamina (@8> ¢ cimetidina
C -l . Los resultados se expresan como el porcerntz je del basal
de la sintesis de urea, el cual fue de 272t rnmoles de ure&asmg
células (gesc humedo). Las } ineas verticales representan el error
eataxndar de cads promedic de 8 determinaciones usando diferentes
preparac tories de celulas,
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F1e. 3

EFECTOS DE LA HISTAMINA, EL 2,2 AMINOETILTIAZOL ¥ LA IMPROMIDINA
SOBRE L& UREOGENESIS EN HEPATOCITOS DE RATA. Los hepatocitos
fueron incubados en presencia de diferentes concentraciones de
histamina (0-@>, 2,2 aminoetiltixzol <O-0)> 6 impromidina (&D ).
Los resul tados se expresan como el porcentaje del valor basal de
l1a sintesis de urea presentado al pie de la fig. 2 .
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FI1G. 4

EFECTOS DE LOS ANTAGOMISTAS PIRILAMING ¥ CIMETIDING SOBRE LA
ESTIMULACION DE LA URECGEMESIS POR EL 2,2 AMINOETILTIAZOL Y L&
IMPROMIDING, Los hepatocitos fueron incubados en la presencia de
10-" del 2,2 amincetiltiazol < [Q > 6 10" de impromidina ¢ & D
Y con diferentes concentraciocnes de pirilamina (WS-8 > &
cimetidina <48 >. Otras indicaciones se pressntan al pie de la

fig. 2 .
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FI16. S
EFECTOS DEL CALCIO EXTRACELULAR SOBRE LA ESTIMULACION DE LA
UREOGENESIS [INDUCID& POR LA HISTAMINA. Los hepatocitos fueron

incubados on buffer regular de Krebs-Ringer bicarbonato
conten iendc 1.2 m1 CaCla <0-0> ¢ buffer sin CaClg + 25 uM EGTA
de

c0~0> en ausencia ¥ presehcia de diferentes concentraciones
histamina. Los resultados se expresan como el porcentajes del
valor basal de la sintesis de urea e] cual fue de 2%tirmcles de
ureamg células (pesc humedo) en buffer regular y 20+2 nmoles de
urea mg células (pesc humedo> en buffer sin CaCla + 25 pM EGTA.
Con. lineas wverticales se representa ] error estandar de cada
promedio de 4 determinaciones usando diferentes preparaciones de

células.
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FIG. &

EFECTOS DEL CALCIO EXTRACELULAR SOBRE LA ESTIMULACION DPE LA
UREOGENESIS INDUCIDa FPOR EL 2,2 AMIMOETILTIAZOL ¢ LA IMPROMIDINA.
Los hepatocitos fueron incubados en buffer regular de Krebs-
Ringer kicarbonatc conteniende 1.2 i1 de CaCla ®#n ausencia y

de diferentes concentaciones de 2,2 amincetiltiazol (ma

&+

presencia

> e impromidina (A ).y con buffer de Krebs~Ringer sin CaCly

25 M de EGTA en ausencia y presencia de difererites
concentraciones de 2,2 aminoetiltiazol ¢ ) @ impromidirafat
J. Los resul tados 3¢ presentan como el porcentaje del wvalor

basal de la sintesis de urea prosentgdo al pie de la fig. 2 .



Se tienen evidencias del laboratorio de Gartcia-Sainz de que
en hepatocitose de ratacs hipotircideas los efectos de los agentes
.quo estimulan & la adenilato ciclasa como el glucagen o© los
agentes §-adrenergicos<44,49-51> estan aumentados mientras que las
acciones de& las hormonas como la vasopresina o la angiotensina Il
que deperiden absolutamente de 1a presencia de calcio extracelular
ectan disminuidas(41,49,52-53) Tomando esto en cuenta se pretendio
determinar i la accidén de la histamina y sus agonistas se verian
afectadas por el estado de hipotircidismo de las ratas, (fig. 7).
t.a accidn del agonista 2,2 aminoetiltiazol en hepatocitos de

ratas hipotirocideas disminuyc notablemente al compararlo con el
obtenido en hepatocitos controles <(comparar fig. 3y fig. e
mientras Qque la accidn &er agonista impromidina aumento xl
compararla con la obtenida en hepatocitos controles <fig. 3.
Este sugiric 1o siguientej El efecto del agonista 2,2
aminocetiltiazol es similar a 1la de otras hormonas comoc la
vasopreesina o la angiotensina Il y la accidén del agonista
impromidina es parecida a la accidén del glucagon y los agentes e-
adrenérgicos.

Los é¢steres de forbol, 0N una serie de agentes
tumorigénicos; el m&s potente de ellos es el 4 - forbol-12
miristato -13 acetato (PMA), Este agente es capaz de activar
directamente a la proteina cinasa €. Se ha reportado inhibicidn
de la respuesta o-adrenergica por PHA, lo cual se cree que es
debidoc = la fosforilacison del receptor of-adrenergico. (54-%59).
Por loc tanto se pretendid determirniar si las acciones del PMA
afectaban la respuesta de histamina (fig. 8); se cbservd que las

acciones de 1z histamina no se afectan ni las de los agonistas
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selectivos, el 2,2 amincetiltizzol ¥ la impromidina, sin embargo,
ios efectos de la adrenalina se ven completamentee inhibidos por
el PMA, Esto nos sugirid pensar qQue la accidn de la histamina y
sus agonistas no estan modulados atraves de la actividad de 1a
proteina cinasa C.

La toxina pertusis es una exXotoxima producida por 1a
Bordetells pertusis . La toxina bloquea la trasferencia de 1la
informacidn inhibitoria del receptor a la adenilato ciclasa (60),
catalizando la ADP-ritosilacidn de la subunidad de la proteina
que se encuentra involucrada en la inhibicidn del adenilate
ciclasa. (Ni) {&81). Se ha observade qQue la accidn de agentes que
estimulan a la adenilato ciclasa es ampl ificada por la accidn de
la toxina (42,62~8). Se estudid el efecto de la histaming v sue
agonistas en hepatocitos de ratas tratadas céﬁ taxiha:'pertus3s.
(fig. ?>. Se observd que los efectos del agonista impromidina se
incrementan al cser comparadas con lo obtenidoc en células
controless los efectos del agonista 2,2 amincetiltiazel no se
alteran en comparacidn con los efectoe observados en las ceélulas
controles, obteniendo una estimulacidn max ima entre 30-40%. En
base a estos datos se puede decir Que la eficacia del agonista
impromidina es mayor en células de ratas tratadas con toxina
pertusis que 1a obternida en células controles; las acciones del
2,2 aminocetiltiazol y de la histaminx no se wven alterada en
células de ratas tratadas con toxina pertusis. ,

La forskolina es un derivado diterpénico extraido de 1x
planta Coleum forskohbli. Se ha demostrado por Seamon et. al (85

que es un agente activador de la adenilatoc ciclasa tantc en

21



membranas aisladas como en células intactas. Activa a la
adenilato ciclasa en concentraciones mayores a 10"n de este
diterpeno, mientras que a concentracicnes mencres de 161M sdélo
amplifica la &ccidn de agentes que estimulan & la adenilato
ciclasa. Se han estudiado las acciones de los agonistas beta
adrenérgicos en adipocitos v en hepatocitos xislados en presencia
de forskolina observandose una amplificacion (66,67). Se realizoé
el estudio de l1a accidén de la histamina Yy sue agonistas en

pretencia de forskolina (fig. 10) obteniendo 1o siguientes la

estimulacidrn del agonista impromidina se incrementds un 100
omparadeo con 1= accion del misemo agonista en células
control, mientras que la estimulacidén del agonista 2,2

aminoetiltiazol y de 1la histamina ec igual a2 la obternida en
controles.: En estas condiciones la &ficacia del agonista 2,2
aminoétiltiazal ¥ la del agonista impromidina son iguales, pues
la estimulacidn de la impromidinx se encuentra amplificada por la
accién de la forskolina,

Ern la figura 11 se muestra un resumen de la accidn de la
ristamina de sus agonistas y antagonistas en las diversas
condiciones estudiadas. Se observa claramente que la eficacia de
la activacion del receptor . e Mmuy similar en hepatocitos de
ratxs control, hepatocitos de ratas tratadas con toxina pertusis
y con forskolina, mientrase que en células de ratas hipotircidea
se encuentra disminufdx. Se puede decir que la accidn de la
estimulacisn del receptor ua €s similar en hepatocitos tratados
con toxina pertusis; en hepatocitos de ratas hipotiroideas y en
hepatocitos incubxdos con forskolina, la cual es superior

a la obtenida en hepatocitos controles.
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FIG. 7

EFECTO3 DEL HIPOTIROIDISMO SOBRE L& ESTIMULACION DE Ley
UREOGENESIS POR L HISTAMINS Y SUS AGONISTAS. Los hepatocitos de
ratas hipotircideas fueron incubados en presencia de histaminz
c0-0> 2,2 aminoetiltiazol (O=-0Q)> o impromidina L o D BN Los
resul tados se expresan como el porcentaje del valor basal de 1a
sintesis de urea el cual fue de 33+2 nmoles de ureamg ceélulas
(peso himedo), otras indicaciones estan presentadas en €] pie de

fig. S .
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ESTIMULACION DE LA
Y  SU3s
ausencix

EFECTOS DIFERENCIALES DEL PMA SOBRE L&A
UREQGENESIS POR ACCION ALFA-ADRENERGICA E HISTAMINA
AGONISTAS. Los hepatocitos fueron incubados en la

{simbolos llenos) ¢ presencia de 10-"M de PMA (simbolos vacios) Y
con diferentes concentraciones de adrenalina + 10-9M de
propanclol (ADR) {(panel A, romboe) Histamina (HIST) {panel B,
circulosd, 10-% 2,2 aminocetiltiazol <(AET) ¢ 10" de impromidinza
CIMP) (panel ©>. Los resul tados & expresan como &1 porcentaje
sobre el valor bacal de la sintesis de urex, el cual fue de 30:2

nmoles ureasmg células <‘pesc humedo). Cada punto e&s el promedic
+ su error estandar de -8 determinaciones usando diferentes

preparaciones de células.
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F1G6. ¢
EFECTOS DEL TRATAMIENTO CONM  TOXINA PERTUSIS S0BRE LA
ESTIMULACION DE LA UREOGENESIS POR LA HISTAMING Y SUS AGONISTAS.

Los thepatocitos fueron incubados en ausencia Y presencia de
diferentes concentraxciones de histamina (0-®),2,2 aminoetiltiazol
C D) > 6 impromidina (&0 ). Los resul tados se expresan comoc el

porcentaje sobre el valor basal de la sintesis dee urea el cual
fue de 3342 humedo>. Otras

nmoles de urea/mg células (peso
_indicaciones en el pie de fig. 2 .
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FI6. 10

EFECTOS DE LA FORSKOLINA SOBRE LA ESTIMULACION DE LA UREOGENESE S
POR LA HISTAMINS Y SUS AGOMI STAS . t.os hepatocitos fueron
incubados con diferentes concentraciones de histamina (@-@), 2,2
aminceil tiazol -0 > ¢ impromidina <o > en presencia de
10-"M de forskolina. feoe resultados se expresan Como porcentaje
del valaor Pbasal de la sintesis de urea, €l cual fue de 30+{
mmoles/ma células (peso thumedo) . Otras imdicaciores en el pie de

fig. 2 .
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Filg. 1!

EFECTOS Y SELECTIVIDAD DE LA HISTAMINA,
ANTAGOMISTAS EN HEPATOCITOS
PRESENCIA DE 10-7M DE FORSKOLIMNA (FORK),
HIPOTIROIDEAS
Los hepatocitoe fueron

RATAS
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Otras indicaciones en el pie de fig. 2 .
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Ern base a nuestros datos podemos decir que la accidn de la
histamina se encuentra mediada por sucs dos tipos de receptores w:
Y na para modular el metabolisme hepatico.

En otroe modelos en donde s& conoce €l mecanismo de accidn
de los receptores H:. se ha observado que se encuentran acoplados
al mecanismo de transducccidén de la fosfolipasa €, mientras que

de los receptores Ha al mecaniemc de transduccidén de la adenilato

ciclasa. No hemos estudiado atn el acoplamiento de cada subtipo
de receptor Hy ¥y Had a e€eu sistema de transduccidn. £l
comportamientco fenomenoldégico observado sugiere Que en

hepatocitog; el acoplamiento es similar al obeservado en otros
modelos.
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CONCLUSION-

1.- La histamina modula €l metabolismo hepatico a traves de ‘sus

receptores Hi y Hz histaminérgicos.

2.~ La participacién de cada tipo de receptor (H, y*Hg5 ?gn

accicon global de 1a histamina es variables
2a) Los datos indican el predominic de la accidén mediadayﬁéﬁfiésl
receptores Hi en hepatocitos controles. (H. > Hz> R
2> Los datos indican el predominic de la accidn mediada pd?'fiéé
receptores Ha en hepatocitos obtenidos de ratas  hipotirocideas.

(Ha > Hy) ‘ v -

2c) Los dateos indican que en hepatocitos de- ratas tratéaas. con

toxina pertusis y en células controles incubadas con forskalina
la participacién de los receptores H., v Hgiesjéimj(§E1<H,£Hzi;.;

!
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SUMMARY

in isolated rat hepatocytes histamine stimulates in a dose-de-
pendent fashion three of the major metabolic pathways: glyco-
genolysis (70-80% increase over basal), gluconeogenesis from
lactate {50-60%), and ureagenesis {(50-60%). It was observed
that both H, and H. receptors mediate the action of histamine
and that, in control hepatocytes, the H,-mediated action predom-
inates over the H,. The H,-mediated effect diminished in the
absence of extracellular calcium, whereas the H>-mediated action
did not. interestingly, in hepatocytes from hypothyroid rats, the
H, action increased and the H,-mediated effect decreased as
compared to those in the controls, with an inversion in efficacy

(i.e., H: > H:in the controis and H, > H, in cells from hypothyroic
rats). Furthermore, it was observed that pertussis toxin ireat-
ment and forskolin both enhance the H-mediated effects withou:
altering the H,-mediated actions of histamine (i.e., H, = H,} The
active phorbol ester, phorbol 12-myristate 13-acetate, did nct
alter the effect of the autacoid. In summary, the data show tha!
histamine modulates liver metabolism through H; and H; recep-
tors. The relative impontance of the two receptor types in me-
diating the actions of histamin8 varies depending on the specific
conditions used. .

Histamine is one of the so-called local hormones or autacoids.
Its role in anaphylaxis and allergy has b.en known for more
“than 75 years, and the important role of histamine in the
maintenance of homeostasis is increasingly being recognized
(see Ref. I for a review). The action of histamine is initiated
by its interaction with specific receptors located on the externa!
surfuce of the plasma membrane. Two types of receptors for
histamine have been clearly differentiated: the H, and the H.
receptors (2, 3). It has been observed, in a variety of models,
that the H, receptors are coupled to phosphoinositide turnover
and calcium signaling (4-8), whereas the H. receptors are
coupled to adenylate cyclase in an activatory fashion (9, 10).
Recently, Imoto et . (11) reported the presence of a large
number of H-histamine receptors in liver membranes. How-
ever, there is no information about the action(s) of histamine
on liver metabolism. This prompted us to study whether his-
tamine has any action on the major metabolic pathways of this
organ, the receptor(s) involved, and their modulation. The
results of this study are the subject of the present report.

Materials and Methods

Urease, peroxidase. ghicose oxidase, glutamine, ornithine, pyril-
amine, histamine, (—)-epinephrine, di-propranolol, PMA, and 6-n-

‘This work was pantially supgcered by o grant from Fundacion Miguel Aleman.

propy}-2-thiouracil were obtained irom Sigma Chemical Co. Forskaolin
(73-acetoxy-8,13 epoxy-la,63.9¢-trihydroxy-labd-14-en-11.0ne; was
obtained from Calbiochem. Pertussis toxin was purified from vaccine
cancentrates by the method of Sekura et al. {12). Cimetidine, improm-
idine, and AET were generous gifts from Smith Kline and French.
Collagenase was nbtained from Cooper Biomedical.

Female Wistar rats (200-250 g were used. The ariimals were fed ad
libitum for the studies of ureag is and gl Iysis and were
fasted for 24 hr in those of gluconeogenesis. In some experimments
hypathyroid animals were used; hypothyroidism was induced by giving
the animals water containing 0.030% 6-n-propyl-2-thiouracil for 40-5¢
days and was assessed by decreased weight gain, dryness of the fur,
and decreased levels of triiodothyronine (13). When pertussis toxin
was used, it was administered intraperitoneally €36 xg/100 ) 10 the
animals 3 days before the experiment was performed (14).

Hepatocytes were isolated by the methed of Berrw and Friend (15)
and incubated in Krebs-Ringer bicarbonate buffer saturated with Oy/
CO0;(95%:5%), pH 7.4, at 37°. In some experiments no CaCl; was added
to the buffer; the amount of calcium in this buffer was in the range of
1040 uM (due to ion of the and water} as deter-
mined by atomic absorption spectroscopy; 256 uM EGTA was added to
it. To determine the rate of glycop lvsis, cells obtained from fed
animals were incubated for 60 min and reactions were stopped by
cooling the cell suspensions in ice water. The cell suspensions were
centrifuged for 1 min at top speed in a clinical centrifuge and glucose
was determined in the supernatant by the glucose oxidase procedure

ASBREVIATIONS: PMA . -crorsot ;é-:myrlslate 13-acetate: AET, 2{2-aminoethyi-theazola; EGTA, ethylene glycol bis{d-aminoethy! elher)-NN.N’.N_';

n_elraacelic acid.
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{153 For the study of gl the same dure as described

mediates the actions of the autacoid, the selective antagonists

atwre for glycogenolysis was employed, but cells were ob d from
24-br fasted rats, and 10 mM lactate was added to the mcubatmn

3 glucose production from end d for
10-20% of the total production and was sub ed from the values
obrained in the presenc! of lactate. For the study of ureogenesis, the

ion di was 1 d with 10 mmM glutamine and 2
mwm ornithine. After 60-min incubations, urea was determined enzy-
matically in cell supernatants (17).

Results and Discussion

Histamine stimulated in a dose-dependent fashion three of
the major metabolic pathways of liver cells: ureagenesis (Fig.
1A), gluconeogenesis (Fig. 1B), and glycogenolysns (Fig. lC)
The ECy, for histamine for glycog and g
{150 = 80 nM) was similar to the ECs for ureagenesns (270 =
70 nM). These ECy values are within the range observed in
other systems {4-10). The maximal stimulations produced were
40-60% for ureagenesis, 50-60% for gluconeogenesis from lac-
tate, and 80-100% for glycogenolysis. Such stimulations are
bigger or within the range of those produced by other hormones
such as adrensline (18) or glucagon (19). Ureagenesis was
preferred as metabolic parameter for all of the following studies;
similar data wete obtained when the other metabolic pathways
were studied in preliminary experiments. In Fig. 2, urea pro-
duction as a function of the time of incubation, in the al
and presence of 10 uM histamine, is presented. It can be
observed that urea synthesis was proportional to the time of
incubation and that histamine increased the rate of ureagenesis
_(Fig. 2). A small but consistent stimulation was observed at 10
min (I3 21 0.5% of basal); however, longer incubations were
preferred (60 mini because the magnitude of the effect was
bigger and more easily detected.

It has been observed that. to produce a sustained effect, the
action of some hormones depends on the presence of extracel-
lular caicium whereas that of other hormores does not (20).
The extracellular calcium dependency of histamine action was
examined. It was observed that, in the absence of calcium plus
25 uM EGTA, the ureagenic action of histaniine was markediy
reduced (to approximately 30% of its effect in the presence of
calcium) but, interestingly. it was not abolished (Fig. 3). In
these experiments the EC., values for histamine were 290 + 75
nM and 390 = 100 nM in the p and ab: of calci
respectively.

In order to determine the type of histamine receptor that

: b

pyril (H,) and cimetidine (H,) were used. Surprisingly, it
was observed that both antagonists inhibited in a dose-depend-
ent fashion the effect of histamine, but neither blocked it
completely (Flg 4). Pynlumme was more potent and effective
than i.e., pyr ine blocked 60% of the effect of
histamine, whereas cimetidine blocked the effect only 30% (Fig.
4). The possibility that both H; and H. receptors could mediate
the effect of hi ine was considered. To test this hypothesis
the effects of histamine in the presence of a fixed concentration
of one of the antagonists was studied. The effect of 10 uM
histamine plus 1 uM cimetidine was blocked by increasing

of pyrilamine (Fig. 4). Similarly, the effect of
10 uM histamine plus 1 uM pyrilamine was antagonized by
cimetidine (Fig. 4). The antagonists were without effect on
basal is at the rations tested (not shown). The
data indicated two points: first, that both H, and H: receptors
mediate the actions of histamine in liver cells, and, second,
that the H,-mediated action predominates over the H.:-medi-
ated effect.

In order to confirm this observation, the effect of selective
H, (AET) and H, (impromidine) agonists was studied. AET
stimulated ureagenesis =40% over basal whereas impromidine
did so to a much lesser extent (=20% over basal) (Fig. 5). The
effect of the H; agonist AET was inhibited by the H; antagonist
pyrilamine but not by cimetidine (Fig. 6). In contrast, the
stimulation of ureagenesis induced by the H; agonist improm-
idine was blocked b_y.c:meudme but not by. pyrilamine (Eig, 6). .
The data illustrate the selectivity,afithe agents employed and
confirm the findings described above, i.e., that both H. and H.
receptors mediate the actions of histamine, that the H;-medi-
ated effect is predominant, and that the actions are additive
(see Figs. 4-6). Interestingly, the effect of the selective H,
agonist, AET, was marked!y reduced in cells incubated in the
absence of calcium plus 23 uM EGTA, whereas the action of
impromidine (H. agonist) was not affected by the absence of
the cation (results not shown).

In the following experiments, we tried to determine whether
the relative participation of the two histamine receptor types
in mediating the action of the autacoid was constant or whether
it showed plasticity. Four conditions were explored: the action
of the active phorbol ester PMA, hypothyroidism. pertussis
toxin treatment, and the effect of forskolin.

The active phorbol ester, PMA, blocks the a;-adrenergic
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Fig. 2. Time course of the effect of histamine on urea synthesis. Hepa-
tocytes were incubated in the absence (O) or presence (@) of 10> M
histamine, Plotted are the means and standard errors (vertical lines) of
six determinations using different cell preparations.
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on the stimulation of ureagenesis induced by histamine. Hepat ocytes
waere incubated in the presence of 10~° m histamine (@), 10~° ™ histamine
+ 107° M cimetidine (O), or 1073 M hi +10°%m (0)
alone or with different concentrations of pyrilamine (M) or drneﬂdme (A).
Results are expressed as percentage of basal ureagenesis which was
29 + 1 nmol/mg of cells wet weight. Plotted are the means and standard
orrors (ven/cal Ilnes) of eight determinations using different cell prepa-
rations.
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regular butfer and 20 + 2 nmol/mg of celis wet weight in butfer without
caicium containing 25 «um EGTA. Plotted are the means and standard
errors (vertical lines) of four determinations using different cell prepara-
tons.

action in hepatocyws (21-26). We studned the effect of PMA
on the stimul of is by hi: ine and the selective
agonists AET and lmpmmldme (Fig. 7). FMA was without
effect on the stimulation of is by the h ine ago-
nists, wh the a,-adr ic action of ad line was clearly
blocked (Fig. 7). The data indicate that the responsiveness of
Liver cells to histamine is not madulated through the activity
- of protein kinase C. It is imnportant to mention that Orellana
et al. (27) observed in cultnrcd antrocymmn cells that PMA
blocks both carbachnl- and h inositol phos-

} were in the pr
of different concentrations ot histamine (@), AET (), and impromidine
(a).

phate formation. These authors (27) suggested that in these
cells phorbol esters may act on some component of the trans-
duction rather than the receptors. Interestingly, the action of
PMA in liver cells shows more selectivity (Refs. 21-26 and
present paper).

It has been observed that in hepatocytes from hypothyroid
rats the effects of agems that act through stimulation of ade-
nylate i such as g-ad ists or g are
greatly enhanced (13, 28-30), whereus the actions of those
agents that act through calcium signaling are markedly dimin-
ished (13, 27, 31, 32). Taking into account these findings, the _ .
effect of the histamine agonists was tested in hepatocytes
obtained from hypothyroid rats. Interestingly, it was observed
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Fig. 6. Effect of the antagonists pyrilamine and cimetidine on the stimu-
Tation of ureagenesis induced by AET and impromidine.- Hepatocytes
were incubated in the presence of 10°> M AET ([O) or 10°* m impromidine
{5) alone or with different concentrations of pyrilamine (@) or cimetidine
{&). Other indications are as in Fig. 3.

that in these cells the H: agonist, impromidine, was more
effective than the H, agonist, AET (Fig. 8). Again, the effect of
histomine seemed to be the addition of both H; and H. actions
(Fig)8). In other words, the data indicate that in cells from
hypothyroid rats the H, action is markedly diminished as
compared to that in the control cells, whereas the H. action is
enhanced (Fig. 8).

Pertussis toxin, an exotoxin produced by Bordetella pertussis,
catalyzes the ADP-ribosylation of the « subunit of the guanine
nucleotide-binding regulatory protein involved in inhibition of
adenylate cyclase (N)) (33). It has been observed that such
covalent modification of N, blocks the action of agents that
inhibit adenylate cyclase’ and enhances the action of agents
that stimulate this enzyme (reviewed in Refs. 33 and 34). In
hepatocytes, it has been shown that treatment with pertussis
toxin blocks the action of angiotensin 1l on adenylate cyclase
(335), enhances the accumulation of cyclic AMP produced by g-
adrenergic agonist and glucagon (14, 36), and has no effect on

the action of agents that act through phosphoinositide turnover
and calcium signaling (14, 35, 37, 38). The effect of pertussis
toxin on the action of histamine is presented in Fig. 9. It can
be observed that in cells from rats treated with the toxin, the
H:-mediated effect is increased whereas the H,-mediated effect
is not altered as compared to the effects observed in the controls
(compare Figs. 9 and 5).

Forskolin is a diterpene derivative found in the Indian plant
Coleus forskohli. 1t has been elegantly shown by Seamon et al.
(39) that this agent activates adenylate cyclase both in mem-
branes and intact cells. Interestingly, low concentrations (10—
100 nM) of this diterpene, which, by itself does not stimulate
cyclic AMP accumulation, magnify the action of agents that
stimulate adenylate cyclase such as g-adrenergic agonists, hoth
in fat (40) and liver cells (41). Forskolin also enhanced the H;-
mediated action of histamine in liver cells (Fig. 10). The diter-
pene was without effect on basal ur at this tra-
tion (not shown; see Ref. 41).

Imoto et al. (11) showed that the number of [*H]pyrilamine-
binding sites (putatively H,-histamine receptors) is very large
(around 4700 fmol/mg of membrane protein) and also detected
a small number of H:-histamine receptors in liver membranes.
The liver contains many cells in addition to hepatocytes and,
therefore, membranes obtained from this organ could contain
those from nonparenchymal cells. However, our results are
totally consistent with the findings of lmoto et al. (11) and
indicate that the receptors detected by these authors have
functiona! significance in hepatocytes, especially considering
that ureagenesis is a pathway that occurs predominantly in
liver cells. Our data also showed consistency with the findings
of Imoto et al. (11) in indicating the predominance of the H,-
over the H.-histamine action. In other models the H,-histamine
receptor is coupled to calcium signaling, whereas the H:-hista-
mine is linked to activation of adenylate cyclase (4-10). The
results with hepatocytes from hypothyraid rats could be con-
sistent with the observation that, in these cells, the actions of
agent that stimulate adenylate cyclase are enhanced, whereas
those involving calcium signaling are decreased (13, 28-32).
Similarly, the effects of pertussis toxin and forskolin are con-
sistent with the involvement of adenylate cyclase stimulation
in the Hz-mediated action of histamine. However, the coupling

\a0} 4 F p

UREA (% OF BASAL)

\.-DOJ_- l—l/ 1 b

N U S S S Coadnndo 4§

C

Fig. 7. Ditterential effect of PMA on the stimulation of
4 ureagenesis by a: rergic and | i goni
Hepatocytes were incubated in the absence [@ (A). @ (B),
@ (C)} or presence of 10-7 M PMA [T (A), O (B), O (C)]
and with ditferent concentrations of epinephrine + 10-% m
- propranoiol (ADR) (A, ®, ) histamine (HIST) (B. @, O).
and 10~ m AET or 10°% m impromidine (/MP) (C). Results
are expressed as percentage of basal ureagenesis which
was 30 = 2 nmol/mg of cells wet weight. Plotted are the
means + standard etrors of six to eight determinations
using different cell preparations.
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Fig. 8. Effect of hypothyrok on the sti ion of ur is by
histamine agonists. Hepatocytes from hypothyroid rats were incubated
in the absence or presence of histamine (@), AET ([J). or imprormudine
(A). Resuits are expressed as per of basai L is which
was 33 + 2 nmol/mg of cells wet weight. Plotted are the means and
standard errors (vertical lines) of seven to eight determinations using
ditferent cell preparations.
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Fig. 10. Effect of forskolin on the stimulation of ureagenesis by histamine
agonists, Hepatocytes were incubated in the presence of 10~ m forskolin
and with different concentrations of histamine (@), AET (0J), or impromi-
dine (). Basal ureagenesis was 30 = 1 nmoi/mg of cells wet weight.
Plotted are the means and standard errors (vert/cal /ines) of seven to
eight determinations using different cell preparations.

latter results clearly indicate that there is plasticity in the
receptor type that mediates the effects of histamine.
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