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IHTIIGDUCCIDt 

1. 1 HISTN'flNAI GENERALIDADES 

La histamina •s una hormona local d autacoict.I 

el o~ganisino a partir d• la hlstidina, po~ accldn d• la enzima 

- ... i-JSTJ..MINJ.. + 

La histamina se •ncu•ntra •n Jos v•rt•brados, principalment• 

localizada en los siguientes d•pdsitos; 

a> En los gr~nulos d• los mastocitos o c•lulas c•badas y •n los 

gr&nulos de los basd~ilos. la histamtna 

idn icas con el 

cornpl•Jo h•parina-prot•ána. 

b> En las c•lulas del sistema nervioso central (probabl.m•nt• •n 

las n•uronas> y •n algunas c•lulas d• t•Jádos •n reg•n•ractdn 

d •n creclmi•nto raptdo. <-2> 

c> En la capa mucosa d•l aparato dig•stivo. (3) 

La histamina para qu• •Jerza su accidn tiene qu• ser 

liberada al m•dio int•rno y su lib•racidn es estimulada por una 

s•rie d• ~actores corno sonr 

a> Algunos poltp•pttdos y proteinas que ponen •n marcha una 

r•spuesta secretoria no citolltica <exocttosts>. 



b~ Algun~• otras sustancia• qu• causan daRo• tisular•• y pu•d•n 

consid•rars• como •stimulos fisiopatoldgicos que participan 

•n la lib•raci6n d• la histamina qu• sigu• al da~o.c•lular. 

c> S• lib•ra •n la pi•l por ••tímulos fásicos, produci•ndo la 

llamada •tripl• r•spu•sta de L41Wis• con dilataci6n capilar, 

dilatacidn art•rial y •derna. 

d> En la inflamacidn 

•> En la anafilaxia y •n lo• •stados al•rgicos. 

f> Por algunos compu•stos b•sicos como amidas, amidinas y 

div•rsos alcaloid••· 

La accidn d• la histamina •s fugaz porqu• •• difund• •n los 

t•Jfdos y•• m•taboliza r6pidam•nte. 

las vías principal•• d•l catabolismo d• la 

histamina •n •l hombre. La m6s important• in~luy• la m•tilaci6n 

d•l anillo y •• catalizada por la •nzima histidina-N-m•til 

lr-.1T>. Casá todo •l 

producto, la N-metil histamina, se convierte por accidn de la 

Monoamina Oxidasa <HAO> •n 6cido-N-m•til imidazol ac•tico. En la 

otra vía la histamina •xp•rim•nta oxidativa 

catalizada principalm•nt• por la Diamina oxidasa <DAO>, 

r•alm•nt• ••ta formada por •nzima• no •sp•cfficas qu• s• 

encu•ntran en casi todos los t•Jfdos y d•saminan div•rsas 

diaminas arom6ticas d alifaticas. Lo• productos son •I 6cido 

imidazol imidazol 

Fig.1.1 • 

Los m•tabolitos, qu• ti•n•n poca o ninguna actividad 

•armacoldgica, s• •xcr•tan por la or,na. 

2 



i! 
HlSTAMINA N-METIL 

HISTAMINA 

FJG. l.l 

I ffi~~~~~\ 
1 DIAMl Nú 

l r C HfC Hz-1+12 

,..N, ;-:; N Hf _-.-

\ 
MCNCA"4iMO 

I 
1 

I 
j 

i 

l 
N-MET!L 

IMIDA2Dl 
ACETICO 

IMIDAZOL 
ACETICO 

\ 
CC.N..UGACJON CON 

RIBOSA. 

RISOSIOO DE 

M!W~OL 

Catabolismo d• la hi•tamina •n •l orQanismo. 



1.2 AGONISTAS Y ANTAGONISTAS HIST'°"1INERGICOS 

La histamir1a. actúa a tr-a.vés de dos clases definidas de 

r-eceptor-es. llamados H 1 (4) y Hz (5), por rnedio de los cuales 

ejer-ce su acción. Estos dos tipos de receptores se han 

identificado por 

agonista~ y su bloqueo po~ La 

dispor1 ibi l idad 

respectiva~ 

farmacología y de 

1.2. l Agonistas y 

Algunos agonistas. 

corrt inuac i6r1 

2,2 amirooeti\t\azo\ 

de los receptores H1 hist«miner·gicos .. estos 
... ·. 

ar1tagor1 istas tienen acciones ~armacoldgi~~s y aplicaciones 

ter-apéut leas semejarotes. 

Los antagonistas M• se clasifican <2> <6> en: 
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inas1 a) Etanolam 

"'"idr-ina Dif•nu 

CarbolC&mina 

dáaminasf b> Etil•n 

i ram!na Clorop 

Pirilamina 

d> Pip•razinasf 

lizina Cloroctc 
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Cinar íc ina °'CH-r'N-CH-CH =CH O" \.._j 2 2 

Piratiacina 

l.2.2 Agonistas y Antagonistas Ha. 

Algunos agonistas típicos que actdan sobre los receptores 

Ha s• indican acontinuacidn: 

1 4-m.etilhistamina 

Jmpromidina 

La introdu·ccidn d• los antagonistas Ha se ha logrado 

modificando a la mol•cul a d• h istamina; se cor•••rva el anillo 

imádazol de la histamina p•ro se adiciona una cadena later·al 

mucho m6s voluminosa. el anillo imidazdlico se consid•ra 

important• para •I reconocimi•nto por los 

Entr• los antagonistas m•s empleados se tiene a los 

H3C7 \C.H2- S - CHz- N- ~ - NH - C~ 

H"NV'N NH - C:N 
Cim•t idina 

\5 



Raditidina 

1.3 PRINCIPALES ACCIONES DE. LA HISTAHINA Y PAPEL DE LOS 
RECEPTOREES H• Y Ha EN DIFERENTES PROCESOS FISIOLOGICOS. 

Las principal•s accion•s d• la histamina son las sigui•nt•sJ 

--En sist..na vascular ·induc• di l atac i6n d• lo• 

produciendo 

sist~ica, disminuye la r•sistencia p•rif•rica y aum•nta la 

p•rm•abilidad capilar. Apar•ntemente •n •stas accion•s participan 

. i> tan.ta 1 os., r·eceptores H, como 1 os Hz, 

--En •l corazón la histamina produce un efecto cronotr6pico 

positivo a tr·aves de los receptores Ha, un ef•cto inotr6pico 

PO•ttivo a t·rav•s tanto d• r•ceptores H. como H •• 

prurito. apar•ntemente •stímulando a los r•ceptor•s H•• 

--En •l mdsculo liso •xtravascular provoca contracci6n 6 

r•laJacicSn segdn el tipo de mdsculo y tipo de r•c•ptor present• 

<Ha y H• respectivament•>. 

--La histamina •s un pod•roso ••cretagogo g•strico y produce una 

copiosa secreción d• Jugo g•strico de gran acid•z •n do•i• 

inf•rior•s a las que influyen en la pr•si6n arterial. E•te efecto 

--Tt•ne cromafin•s 

•uprarr•nales y los ganglios aut6nomos. 
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Algunos antagonistas Ha impiden las 

r•spu•stas a la acetilcolina que est•n mediados por receptores 

muscarinicos, es decir tienen acción anticolinergica; se utilizan 

para tratar algunas enfermedades alérgicas, t iener1 una capac ldad 

los mareos por c inetosis,poseer1 actividad 

inducen la liberación de ACTH <S>. El efecto 

secundario ma:s com\ln en la adlninistr·ación de estos antagonistas 

la sedación <9>1 afectan al tracto digestivo 

Experimentos farmrr1acológicos han demostrado que al aplicar· 
! :, 

histamina a diferer1tes células se elevan los' ri'.ivele!r> ~dé "calcio 

intracelular, esto en presencia y ausencia de calcio 

ex t r·acel u 1 ar· y que estos cambios estan mediados por 105 

receptores H, <10,11>. ~on •stos resultados, est• claro porque la 

contracción del m\lsculo liso ..nscular se encuentra mediado' por 

••te receptor, ya que la contracción del mdsculo liso vascular 

depende criticamente de calcio intr·acelular.<12> 

Estudios realizados <13-15> han demostrado que la activación 

de los receptores H, estimula el recambio de fosfoinositidos. 

Tambien se tienen e-videncia• de que la ••timulación de •stos 

d•l AHP cíclico <16>. 

1.3.2 Papel d• los r•c•ptor•s Ha. 

Estudios r•alizados por H•gstrand <17> y Kanof<lS> han 

d9111ostrado qu• la activación d• la ad•nilato ciclasa ••ta mediada 
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por este 

mot>tr-aron 

tipo d• r•c•ptor••· Grund y colaborador•• (19> 

•n sus trabaJo• qu• la hi•tamina por medio de sus 

rec•ptores Ha tienen efectos sobre la lípoli•is, 

asi los niveles de glicerol y de 4cidos 

increm•ntandos• 

libres, 

princip•lmente en tejádo adiposo de per·r·o, estos cambios estan 

asociado• a elevacidr1 de los niveles de """1P cíclico. 

1.4 MECANISMO DE TRANSOUCCION DE LOS RECEf'TORES H, Y Ha. 

En gener•l existen dos clases principal•• de acoplamiento d 

transduccidn et>támulo-respuesta para l• histarnina en la c•lula. 

A> El primero •e cree que esta mediado por los receptor-es H,, en 

el que comprende acciones que alteran la permeabilidad de la 

membrar1a citoplatur14tica a iones inorga.nico5, particularmente 

mayor perme•bilidad al sodio y al calcio que les permite entrar 

en Ja c•lula por medio de gradientes electroquámicos y 

movil izacidn de calcio ir1tracelular, lo cual se ve reflejado en 

increm~ntos de calcio citosdlico. A~n no esta completamente 

claro cual es el sitio intracelular que funciona como d•pdsito 

donador de calcio y el mecanismo por el cual se e~ectua el 

proceso de la elevacidn de calcio citosdlico. Algunos estudios 

sefi'al an que los depdsitos de cale io intracelular· puede ser la 

ftlitocondria <20,21> otros sugieren otro depdsito como •l reticulo 

endopl6smico <22,23> o ambos <24>. Con excepcidn d• la m9ftlbrana 

plasm~tica el sitio de donde se movilizar• calcio r•quiere d• la 

intervencidn de una mol~cula que actuar~ como t1egundo mentiajero. 

Mich•ll C2S> propuso desde 19?~ qu• el recambio de 

.fos.fatidilinositol <PI> •n la 1r1embrana plasm4tica era la 

r'•spuetita primaria a l• intervencidn de las hormona• dependientes 

e 



la 

lo 

la 

mio-

d• calcio con su r•c•ptor. S• cr•ía que la interacción de 

histamina con sus r•c•ptor•• H, activaba a una fosfolipasa, 

cual r•sulta •n un incremerito de la degr-adación del Pl en 

mMnbrana pl asm6.t ica convi rt iendol o •n 1, 2-diac i 1 gl icer·ol y 

inositol-1,2-fosfato ciclico. La -fosforilación del grupo 

6.cido 

CDP-

hidroxilo 1 ibre del diacilgl icerol por· ATP produce 

fosfatidico <PA> el cual es r-•sir1tet izado a Pl por una 

dtacil-glic•r-ol inositol transf•rasa •n el retículo endoplasmico. 

Hasta •sta fecha no se tenian evidencias de cual de estos 

procesos producía la movilización de calcio. 

En 198S eerridge • lrvine (26> deinuestran en la gl6.ndula 

salival d• la mosca que la hidr·ólisis del fosfatidilir1ositol 4,S­

bifosfato <PlPa> en inositol 1,4,S, tr-ifosfato < lP.,> > y 1,2 

dtactlglicerol ocur-ria •n 3 segundos, estos r-esultados dan la 

idea de que el lP., pudiera funcionar· como s•gundo mer1sajer·o en la 

movilización de calcio intracelular. Otr-os tr-abajos realizados 

por ellos deinuestran que la adición de lP,. en el rango micr·omolar· 

induce la movilización de calcio del r•ticulo endopl6.Sfl'lico, este 

•fecto-se podría interpr•tar- como •sp•cífico de lP,.. Tambi•n »e 

cree que una proteina cinasa activada por- •l diacilglicerol, 

llamada proteína cinasa e puede t•n•r ill'1portancia •n este 

m•canismo de transduccidn hormonal.<27>. · 

Este tipo de mecanismo tambi•n esta propuesto para otras 

hormonas que son dep•r1di•r1tes de c•lc io. figur-a 1.4.1 

B> En el segundo m•canismo que esta mediado por- los receptore~ 

Ha, se refier-• a la activacidn de la ad•nilato ciclasa y a la 

gen•racidn d• l='l'IP cfclico. 

9 
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PDE= fosfodi••t•rasa; PJP.-fosfatidilinositol 4,S bifosfato; 

JP-Jnositol 1,4,S, tr-ifosfatoJ D~ 1,2 diacilQlic•roll PA­

Acido fosfatídico. 



Por ••tudios realizados <28,29> •• sabe qu• algunos 

f'ec•ptor·es y la ad•nilato ciclasa forman par·t• de un complejo 

inte1;1rado por tres entidades; •l receptor, una pr-oteina 

r•guladora denominada •N• la cual posee alta afinidad por­

nucle6tidos de guanina y la subunidad catalitica de la adenilato 

ciclasa. R•cientement• s• ha demostrado qu• la proteiroa •N• 

involucr-ada en la activacidn de la adenilato ciclasa es diferente 

d• la que participa en la inhibición <28,30-32>. Rodbell en 1980 

<28> d• a cuerdo a la ter-minolo1;1ia propuesta asi1;1no Ns a la 

prot•inas que estimula a la adenilato ciclasa y Ni a la que la 

inhib•. Por consiguiente, la respuesta inmediata a la int•racidn 

hormona-receptor se inicia con la formacidro de un complejo 

oli1;1om•rico que controla la actividad de la unidad catalitica de 

la ad•nilato ciclasa y tr·ansforrroa el ATP a AMP.. cicl ico, que es el 

i ••1;1ur1do mensajero. Las modificaciones ero los roiveles de AMP 

cóclico son detectados por- una ser- ie de eroz imas 11 amadas 

proteinas cinasa <PK>, estas •stan formadas por dos tipos de 

subunidades;unas de reconocimiento del AMP ciclico o regulador·as y 

otras con actividad catalitica, las cuales se activan por este 

proc•so y desencadenan una cascada de fosforilacion de enzimas 

reguladoras qu• r•su!ta ··en cambios tal•• como estimulaciones de 

la glucog•nolisis o inhibicidn de la glucog•n•sis. Al disminuir 

los niv•l•s d• N-IP ciclico se disocia de las subunidad•• 

catalíticas det•ni•ndo el proc:eso.figur·a 1.4.2 

10 
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JI OBJETIVOS DEL PRESENTE ESTUDIO; CARACTERIZACION FARMACOLOGICA 
DE LOS EFECTOS DE LA HJSTAHJNA EN HEPATOCITOS DE RATA. 

2. l ANTECEDENTES 

qu• otl'os cerno los l'&ceptol'•• Ha 

-adl'enel'gicos y pl'ostaglandina Ea. Tl'abajos 

del l'ec•ptol' H, histunin•l'gico hep6.t ico •n difer·ent&-s esp•c ies, 

compl'obando que estos pesos son pal'ecidos en las difel'entes 

espec iev.. Sin embal'go nada se sabe d•l papel fisioldgico de 

estos l'•ceptol'es pal'a la histamina. 

Estas infol'maciones nos lleval'on a l'ealizal' un •studio 

fal'macoldgico de la l'espuesta hep~tica a la histamina. 

· Se sabe que ot r·a.s hol'mor1•s corr10 la adr·ena.l ir1a., el gl uc agon, 

la vasopl'esina. y la. a.ngiotensir1a 11 estimulan la gluconeog•nesis, 

la glucogenolitois y la Ul'•og•nesis en hepatocitos de l'ata <35-

39>. 

2.2 OBJETIDOS ESPECJFICOS. 

a> Det•l'minal' el efecto de la histamina •n las sigui•ntes vías 

metabdltcas: 

mediante cul'vas dosis-l'espu••ta en h•patocitos aislados de l'ata. 

invol uc r·ados 

•fectuando CUl'Vas dosis-l'espu•sta a histamina con y sin 

Cimet idina> en h•patocitos aislados d• l'ata utilizando la vía 

1l 



c> D•t•rminar si •l •f•cto d• Ja histamina •sta m•diado por 

calcio •xtrac•lular, •f•ctuando curvas dosis-r•spu•sta •n las 

condicton•s citadas •n b. 

d> O•t•rminar si las accion•s d• Jos •st•r•s d• forbol af•ctan Ja 

r•spu•sta d• la histamina, •f•ctuando curvas dosis-r•spu•sta •n 

las condicion•s citadas •n b. 

•> Det•rminar si los •f•ctos d• la histamina son modificados por 

div•rsas circunstancias <ratas tratadas con toxina p•rtusis, 

ratas hipotiroid•a•> •f•ctuando curvas dosis-r•spu•sta •n las 

condicion•s citadas •n b. 

f> D•t•rminar si los •f•ctos d• la 

af•ctados por un agent• activador 

histamina se •ncu•ntran 

d• la Ad•nilato cicJasa 

<forskolina> •f•ctuando curvas dosis-r•spu•sta •n las condicion•s 

citadas •n b. 

12 



.-TERIALES Y HETOOOS 
SUST...,.,CIAS 

Las sustancias utilizadas se obtuvier·on de los siguientes 

labor-ator-ios> 

Ur-easa, per-oxidasa, glucosa oxldasa, glutamir1G<, or-riitinG<, 

pir-ilamina, hístamina, <->adr-enG<lina, dl-pr-opanolol, for-bol 12-

mir·íst<>to 13-acetato CPHA> :.-· 6-n-pr·opil-2-tiour·acilc fuer·cm 

obter1 idos de Sigma Chemical Co. La for-sl<cl ina <7fJ -<1Lc:etox i-9, 13 

epo:.i- .. ,~.~ -tr-ihidroxi-lbd-14-en-Jl-uno> fue obterlida de 

Calbiochem. La to><ina per-tusis fue pur·ificada de vacuna per·tusis 

concentr-ada por el m~todo de Sekur-a et. al. C40>. La cimetídina y 

la impr·orriidir1"' fuer-on generosamer1te regaladas por· Smith Kl ine 

and Fr-ench. La colagenasa fue obtenida de Cooper· Bíomedical. 

2 ANIMALES 

SE? usar·cm r·atas hE?mbr-as de la ra:za lrlistar de apr·ox imadamente 

.·' 200-2509, «1 !mentadas ;.J:J 1..i.b..i.t.JJm. 

El hipotil'oidismo se indujo dando de be-ber- a las r·atas agua 

corr 0.030X de- 6-n-pr-opil-2-tlouracilo por· 40-50 días, esto -fue 

evaluado por· decr·ememto de-1 peso, r-esequedad de- la .pii?l 

di•minucidn de los nivele-s de- tr-iiodotironina <41>. 

La to:.1 ir1a pe-r·tusis (50µg/100g> :fue aclmin istr-ada poi' via 

intraperitonial a los animales 3 dias antes del exper-ime-nto. C42> 

3 AISLAMIENTO CIE HEPATOC!TOS. Método de Ben-y and Friend <43). 

Los animales inhal ac: idn 

cloroformo par-a abrir el abdcm•n y poder· canular- 1&. vena por-ta. 

El h iQado fue- 1 avado con buffer· Kr·ebs-RinQer-b ic:ar·bonato sin 

calcio <pH:7.4J y despu~s •• per-fundiCS r-ecir·c:ulando por- 20 

13 



minuto• 30 mi d• bu~~•r ~r•b•-Rtng•r-btcarbonato con calcio y IS!ng 

d• colag•na•a. Todo •1 procedtmi•nto •• r•alizd •n un aparato d• 

p•r~u•idn a 37'C y con ga••o con•tant• con una m•zcla 9SX 

ox •g•no/SX COa •• 

El higado •• tran•~irid a una caJa P•trt d• pl••tico con un 

•• di•p•r•aron cutdado•&m•nt• con la boca d• un tubo p•qu•Ko d• 

pl•sttco. La •u•P•n•idn d• c•lulas s• ftltrd con t•la d• nylon y 

c•ntri~uga clintca, 

4 PARAMETROS METABOLICOS 
·' . Para lo• tr•• par~•tro• m•tabdlico• •• incuba a 37'C l mi 

d• •u•p•nstdn d• c•lulas con las sustancias •nsayadas •n 

atmdsf•ra 95"/.oxig•no/~ooa •n tubos d• pl•stico tapados y con 

agitacidn constant• por 60 minutos. 

La tncubac.tdn •• t•rmina colocando la •usp•n•idn .•n agua 

h•lada. Para la d•t•rmtnacidn d• glucosa o ur•a s• c•ntri~uga la 

su•p•n•tdn por l minuto •n la m6xima v•locidad •n una c•ntrifuga 

clintca y •• tClllla una mu••tra d•l •obr•nadant•-

4.1 GLUCOGENOLISIS 

Ring•r-bicarbonato. Para 

las ratas s• utilizaron alim•ntadas ad libitym y los 

14 



glucdg•n0/100 mg d• hígado. 

La glucog•nolisis se d•t•ctó ensayando glucosa en el 

sobr•nadante tomando pr-e-viam•nt• una mu•stra al t ierr/Pº cero de la 

incubación. 

4.2 GLUCONEOGENESJS. 

' •n buffer Krebs-Ring•r--bicarbonato enr·iquecido con 1-lactato 10nl1 

corno sustrato. La producción de glucosa que no fue a par-tir de 

10-20"/. d• la 

producción total, se resto en cada caso de los valor-es obt•nidos 

cor1 1-1 ac tato. Los arrimales utilizados se mar1t ienen en ayuno 

durante 24 horas antes del experimento. 

4.3 UREOGENESIS 

El medio de incubación Krebs-Ringer-bicarbonato, glucosa 

10nl1, se suplementó con glutamina IOmM y or-nitir1a 2111'1 corno 

sustrato para la sintesis de urea. Los animales fueron 

utilizados a cualquier- hora del dáa, alimentadas .AsJ i~~~.lilm. 

S METODOS ANALITJCOS 

S.1 Determinacidn de glucosa. M•todo de Fales <44> 

Tornar una al icuota del sobr•nadant• de 2!5 ó !50 ,rt.&l dir•ctos 

para gl uconeog•n•s is y 2S ó SO ,>Ll diluidos ': 3 par· a 

glucog•nol is is. Anadir· 0.3ml de reactivo d• glucosa-oxidas.a 

Cglucosa-oxidasa 2.7U/ml, peroxidasa de r6bano !5.2 U/mi, 

diclorhidrato de o-diansidina 0.7SmM en buff•r glicerol-fosfatos 

pH=7.0 >, 

IS 



d•sar-r-ollar- color- agr-•gando 2.7 ml d• Ha•o4 SN y l••r •n •l 

••p•ctrofotdmetro a S40 nm. 

Los r-•sultados •• int•r·polan •n una curva patr-dn d• glucosa 

y •• ••Pr•san •n nmol•• d• glucosa/mg de c•lulas <p•so húm•do>. 

La curva•• realiza •n cada experimento. 

S.2 Determinacidn de urea. M•todo de Gutman y Bergmeyer <45>. 

TOlftar una alícuota del sobrenadante de 50 }ll, añadir 10~1 

de ureasa < Smg/ml en sol uc idn al 50"/. en Ql icerol > y 150 ,aal de 

agitar- y tapar, incubar 20 minutos a 

37'C. Desarrollar color- agr•gando Sml de solucidn d• fenol 0.106 

M-nitr-opru5iato 0.1-;i>mM y 5ml de hipoclorito de sodio 11 mM, 

tapar, agitar y esperar 30 minutos, leer •n •1 esp•ctrofotdmetro a 

5?5nm. Las lecturas de absorbencia •• interpolar1 en una curva 

patrdn de urea y •• expresan en nmoles de urea/mg de c•lulas 

<·peso hllmedo>. La curva patr·6n se real iza en cada exper· imer1to. 

6 METODOS ESTADISTICOS 

Los 

preparaciones de c•lulas ! el error ••t•ndar, determinando•• cada 

punto por- duplicado e~ cada una de las preparaciones. 

16 



RESULTADOS Y DISCUSION 

Para car-acter- izar- los •f•ctos d• la histamina sobr-e los 

h•pa.tocitos aislados de rata, sus efectos 

m•tabdl icos, usando tres par-t.metr-os rroetabdl icos. <fig. 1> 

-- Ero la ur-eogénesis <fig. l,panel A> conc•r1t r-ac ior1es 

crecientes de histamiroa se detE-r·mino el por-ciento de estimulación 

de la sintesis de urea; donde se obser·va una est imu 1 ación m.ix ima 

en un rango de 40-60"/. con respecto al basal y la cual se satur·a 

rango de concerotr-acióro de 1.PM a 10-1 M de histamina, 

t•niendo una dosi5 efectiva 50 de~t01 M de histamina. 

-- En la gluconeogénesis (fig.l,panel B>, a corocentl"ac iones 

cr-•cientes de hi5tamina se midió el por-cieroto de estirroulacióro de 

la sintesis de glucosa a partil" de lactato; donde se obtiene ur1a 

est irroul a.e ión m.ix ima en un r·ango de 50-60;~ cor1 l"espec to al basal y 

su satuT'ac ión la presenta a una concentración de 

h istamina pT'eserotando 1 a misma dosis efectiva 50. 

-- Ero la glucogenolisis (f ig. 1,paroelC> a concer1tr-a.c iones 

crecientes de histaJr1ina se- rroidió el por·ciento de estimulación de 

la libel"ación de glucosa: dor1de se obtiene una est irroul ac iór1 

m.ixima en un l"ango de 60-80"/. con l"esp•cto al basal. Tanto su 

saturación y su dosis efectiva cincuenta son iguales que las 

anterior-es. Con estos resultados pod9!flos decil" que los efectos 

de la histamina sobre estos tl"es par-6met,.os metabcn icos sorr 

similar-es a los que s• presentan con otras hormonas como la 

adr-•nalina <46> o el glucagon <47> 

El par-6.n'letr-o metabólico ur-eog•nesis fue preferido para 
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r-•al izar­

obt•n•r-

los sigui•nt•s •studios, por-qu• las condiciones par-a 

manejar- tr1~s 

utilizadas. 

fac ilment• que 

como par-a d•t•rminar·la •• pu•d•n 

las otr-as dos vias m•tabólicas 

Con los a 

trav•s de que tipo de r-•ceptor se encuentr-a mediada la accidn de 

la histamina, par-a lo cual se utilizar-on para este estudio dos 

antagonistas; La pir·ilamir1a <H,> y la cimetidina <Ha> (fig. 2> 

La pirilamina inhibe el 60"/. del efecto de la histamina y 

cimetidina sólo el 30X, por- lo tanto ambos antagor1 istas ir1hiber1 

en for-ma pare ial los efectos de la. histamina., siendo la 

pir-ilamir1a mé.s potente y efectiva que la cimetidir1a. Se estudio 

el eofecto de la toistamir1a a una concentr-aciór1 fija de- 10 pM, con 

una concentración satur-ante de uno de los antagonistas <lpM>. 

Se obser-vó que al mantener- fijas las concentr-aciones tanto 

de histamina como de cimetidina e incr1m1entar las concentr·aciones 

de pirilamir1a se logr·a inhibir- al 100"/. la estimulación obte-nida. 

En forma similar los efectos de la toistamina < lOJJM> también se 

inhiben por- concentr-aciones cr-ecientes de cimetidina, teniendo 

una concentr·acidn fija de pirilamina <1,,M> <ver- figur-a 2>. 

Con •stos r-esultados se r-ealizó el estudio de las acciones 

de dos agonistas; el 2,2 aminoet i1 t iazol <H,> y l•a impr-omidina 

<Ha> (fig. 3>. el agonista 2,2 am ir1oet i 1 t iazol est ímul a 

apro><imadamer1t• 40::-: la ureogénesis sobr-e el basal ,mientr-as que el 

agonista impromidir1a la estimula sólo el 20X sobr·e el basal, las 

dosis efectivas cincuenta par-a el agoroista 2,2 aminoet il t iazol s.e 

pr-esenta a una concentr-ación de- 10-6 M, mier1tr-as que la del 

~Qon !~ta impr-ooroidina se presenta a ur1a conc•ntr-ac Ión de 10-l M. 
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Los datos indican que el 2,2 aminoetilti«zo! es más efectivo }' 

menos potente que la impromidina. 

Se pretendio conocer la selectividad de los agor1ist«s 2,2 

aminoet il t ia:zol al usar antagonistas 

selectivos como son la pirilamina (Ha> y la cimetidir1a 

(fig.4>. Se observó que la estimul«ción obtenida por el 

arr1inoet il t iazol es inhibida totalmente por la pirilamina y 
~ 

2,2 

sin 

.mbargo dicha estimulaci6n no es inhibida por· la cimetidina. Por· 

•I contrario el efeéto de la impromidina con una estimulación 

d•I 20Y. es inhibida por la cimetidin«, pero no por· la pir-ilamina. 

Los resultados presentados anteriormente nos indican lo 

siguiente: ambos receptores actl1an para la accidr1 de la 

histamina y la acción del receptor Ha predar1ir•a sobre del 

receptor Ha. 

Se tienen evidencias de la acción de algunas hormonas 

como vasop,..esina:, ar1gi ot ens ina 1 l ' es dependiente del c«lcio 

extracelular, mientras que las de otras hormonas no ( 48). Por· 

tal motivo se pensó er1 estudiar la influencia del calcio 

•xtr·acelular en la acción de la histamirra y sus agonistas (figs. 

y 6>. Se observó que en ausencia de calcio •xtracelular corr 

2SuM d• EGTA se produce un descenso err la est imul ac i6n de l « 

S>. La estimulacidn producida 

por el agonista H, histarr1in•rgico, el 2,2 aminoetiltiazol tambi•n 

diMr1inuida significativamente por la ausencia del calcio 

•xtracelular (fig. 6). En contraste, Jos efectos de la 

impromidína no son afectados por la ausencia de calcio 

•xtracelular (fíg. 6>. 
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EFECTOS DE LA HTSTAHINA SOBRE LA UREOGF:NESTS, LA GUJCONEOGF.:NESIS 
Y LA GLUCOGENOLISIS EN HEPATOCITOS OF'. RATA. Los hepatocitos 
.fuer-on ir1cubados ein pr·eo~enc ia de difer·~nte~ cortc:E>ntrac ione-s dEt 
h t starn i na; ur-.,.09enes is \ <panel A>, 91 uconeo9enes is a par-ti r· d• 
lactato <panel Bl y glucogenoltsis <panel C>. Los r-esultados s• 
expr-esan c"""o el porcentaje del valor basal. La ur-eogenesis fue 
deo 26:1:1 nrnotes de ur-ea/mg d.,. c•lular- <peso hl1rr1•do>; la 
glucon•og•n•sis a partir· d• lactato fue de 15:1:1 nrnol•s d• 
glucosa/mg de c•lulas <peso ham•do> y la glucogenolisis fu• d• 
44+2 nrnol•s de glucosa/rng de c•lulas <peso húmedo>. Las lineas 
ver-t leales l'epr·esentan el el'ror estandar de cada promedio de 10-
15 deteorminaciones usando difer-entes preparaciones de c~lulas. 
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EFECTOS DE LA PIRILAMINA <ANTAGONISTA H~> "T' LA Cll'IETIDIMA 
t!'.AN'líAGONlSTA Ita>' SOBRE LA ESTll'1ULACICJH DE LA UREOGENESIS INDUCIDA 
POR 11..A HJSTAP11,...,.. Los ~epatocitos ~ueron incubados en la 
p·resenc:ia d9 10-9!'1. d• h·i·st-ina <.e>, 10-911 deo hi•tamina + 10:~ de 
cimetidina ~O> ó 10-• de histamina + 10-• de pir·ilan'tina. ce> sir• ó 
c:on• di~er9rrt- concen.tr·aciones de pir·ilairtina ( ..... ) ó cimetidina 
<. ....... >. Los r-ultado•s se wJCpresarr corroo el porcer1taje del basal 
d• la •int-i.s ~urea, •I cual fue d• 29t1 nmoles de ur-•11/mg 
c:•tu•las:. (p-o f'lllm•do>. Las l in•as v•rticales repr·•••ntar1 el er-r·or· 
est-;t:r1<dar· d9- caáll'. p•rom•c:Uo ~ S deterrrdrr11cior1•s usarrdo dif•r-•r1tes 
prep·ar.,1·cior1«•s d• c:·•Iula<s. 
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FIG. 3 

EFECTOS DE LA HISTAHINA, EL 2 0 2 AMINOETILTIAZOL Y LA IMPROMIDINA 
SOBRE LA UREOGENESIS EN HEPATOCITOS DE RATA. Lo• h•patocito• 
~u•ron incubado• en pr•••ncia d• di~•r•nt•• conc•ntracione• d• 
hi•tamina <•-•>. 2 0 2 amino•tiltiazol <O-O> d impromidina <.o.-A>. 
Lo• r••ultado• •• •xpr•san como el porc•nt•J• d•l valor ba•al d• 
la •int••is d• ur•a pr•sentado al pi• d• la ~1Q. 2 • 
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EFECTOS DE LOS ANTAGONISTAS PIP.ILAMJNA Y CJMETIOINA SOBRE LA 
ESTIMULACION DE LA UREOGENESJS POR EL. 2,2 AMINOETILTIAZOL Y LA 
IMPROMIDINA. Los t1•patoc itos 'fuer-cm ir1cubados •r• Ja pr-es•nc ia d• 
10-• d•l 2,2 &lflinoetiltiazol < Cl > 6 10-• d• ímpr-orr1idina ( O.> 
y con di-fer-entes concentr-aciones d• pir·ilamina ( ..... > 6 
cim•tldir1a < .... >. Otras ir1dicaciones se pr•s•ntar1 al pi• d• la 
·f'tg. 2 • 
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FIG. 5 

EFECTOS DEL CALCIO EXTRACELULAR SOBRE LA ESTIMULACION DE LA 
UREOGENESIS INDUCIDA POR LA HISTAf1INA. Los h•patocitos fu•ron 
incubados •n buff•r r•gular d• Kr•bs-P.ing•r bicarbonato 
cont•ni•ndo 1.2 mM caer. <•-•> 6 buff•r sin cac1. +.25 pM EGTA 
<O-O> •n aus•ncía y pr•s•ncia d• dif•r•nt•s conc•ntracion•s de 
histamina. Los r•sultado• s• •~Pr•san como •l porc•ntaJ•s d•l 
valor basal d• la sint•sis d• ur•a •l cual fu• d• 29±1nmol•s d• 
ur•a/mg c•lulas <P•ao hWll•do) •n buff•r r•gular y 20±2 nmol•s d• 
ur•a/mg c•lulas <P••o h~m•do> •n buff•r sin CaCla + 25 pM EGTA. 
Con J in•as v•rticale$ se r•pr•s•nta •1 error ••tandar de cada 
prom•dio d• 4 d•t•rminac ion•• usando dif•r•nt•s pr•par·ac ion•• d• 
c•luJag, 
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EFECTOS DEL CALCIO EXTRACELULAR SOBRE LA ESTIMULACJON DE LA 
UREOGENESIS INDUCIDA POR EL 2,2 AMJNOETILTJAZOL d LA JMPROMJOJNA .• 
Los h•patocitos fu•r-or1 incubados en buffer- r·eguJar- d• l<r·•bs­
Ringer- bicar-bonato conteniendo 1.2 mM de CaCJa •n ausencia y 
pr-esenc:ia. d• difer-entes coricentaciones de 2,2 aminoetiltiazol C .. 
> e irnpr·omidina < ..... >.y con buffer- d• l<r-ebs-Ringer- sin CaCJ a + 
2S µM d• EGTA er1 ausencia y pr-esencia de dif•r-•r1tes 
conc:•ntr-ac:ion•s de 2,2 aminoetiltiazol <CJ-tJ > • impr-omidina(~ 
>. Los r-esultados •e pr-•sentan como el por-centaje d•l valor· 
basal d• la sintests de ur-ea pr-esentado al pie de Ja f ig. 2 • 



Se tienen 4tVidencias del laboratorio de Garcia-S•inz de que 

en hepatocitos de ratas hipotiroideas los •fectos de lo• agentes 

que estimulan a la ader1ila.to cicl~sa corno el glucagon o los 

agentes9-adrenergicos<41,49-5l> est•n aumentado• mientras que las 

acciones d&- las hormonas como la. vasopr·esina o la angioter1sina II 

que deper1den absol u tarr1en te de la. presencia de calcio ex t r·acel u lar 

es tan disminu ídas<41,49,52-53> Tomar1do esto ero cuenta se pretendio 

determinar si la acción de la histamina y sus agonistas se verian 

afectadas por el estado de hipotiroidismo de las ratas, <fig. 7>. 

La acción del agonista 2,2 aminoetiltiazol en hepatocitos de 

ratas h ipot iroideas disminuyo notablemer1te al compar·arlo con 

obtenido ero he¡:.atocitos cor1troles <comparar· fig. 3 y fig. 

111ier1tras que la acción del° agor1 is ta impromidina aumentó 

comparar! a con la obtenida en hepatocitos cor1tr·ole-s (fig. 

Esto sugir·io lo siguiente; El efecto del agonista 

aminoetiltiazol es s im i 1 ar· a 1 a de otras ~1ormor1as como 

•l 

7>, 

al 

3). 

2,2 

la 

vasopreesina o la. angiotensina II y la acciór1 del agonista 

impromidina es parecida a la a.ce ión del glucagon y los agentes fl­

adren•rgicos. 

Los ••ter-es de forbol, son una serie 

tumorig•nicos; el m•s potente de ellos es el 4 

miristato -13 acetato <PMA>. Este agente es capaz 

de agentes 

- forbol-12 

de activar 

Se ha repor·tado inh ib ic ión 

de la respu•sta at,-adr·energica por· PMA, lo cual se cree que es 

debido a 1 a fosfor- 11 ar.e ión del rec&-ptor at1-adrenergico, ( 54-59>. 

Por lo tanto s&- pr·etendió determir1ar si las acciones del PMA 

afecta.baro la respuesta de histaminll (fig. 8>; se observó que las 

de la histamina no se afectar• ni la!> de los agoni!>tas 
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selectivos, el 2,2 aminoetiltiazol y la improrroidina, sin embargo, 

los efectos de la adrenalina se ven completamentee inhibidos por 

el PMA. Esto nos sugirid pensar que la accidro de la histarroina y 

sus agonistas r10 estan modulados atr•ves de la actividad de la 

proteina cinasa c. 

La toxina pertusis es una exotoxina producida por la 

~.r:.de.t.e.l.1.ia J;IJ:'.I:.iJ.l.S..i.s La toxina bloquea la t rasfereroc ia de 1 a 

informacidn inhibitoria del receptor a la adenilato ciclas.a (60), 

catalizando la ADP-ribosilacidn de la subunidad 

que se encuentra involucrada en la inhibicidn 

de la proteína 

del adenilato 

ciclasa. <ND (61>. Se ha observado que la acción de agerotes que 

estimulan a la adenilato ciclasa es amplificada por la acción de 

la toxina (42,62-6>. Se estudió el efecto de la histamina y sus 

agonistas en hepatocitos de ratas tratadas co~ toxina· ·pertusis. 

<fii;,. 9>. Se obser·vd que los efectos del agoroista impr·omidina se 

incr-emerotan al ser- compar-adas. con lo obtenido ero células 

controles; los efectos del agoroista 2,2 arroinoetiltiazol no se 

altel'an en comparación con los efectos obser-vados ll'ro las c•lulas 

controles, obteniendo una estimulacióro m~xima entre 30-40"/.. En 

base a estos datos se puede decil' que la eficacia del agonista 

impromidina es mayo!' en c•lulas de ratas tr-atadas con toxina 

per· tus is que 1 a obteroida en cél u 1 as con t r-ol es; 1 as acciones del 

2,2 aminoetiltlazol y de la histamir1a no se ven alterada ero 

células de ratas tratadas con toxina pertusis. 

La forskolina es un derivado diterpénico extraído de la 

Seo ha demostrado por· Seamon et. al (65) 

que es un age-nte activador de la adenilato ciclas.a tanto en 
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membr-anas 

aden il ;oto 

di ter-peno, 

amplifica 

ciclasa. 

aisladas 

ciclasa 

como en c91ulas intactas. 

en concentr-aciones mayor-es a 

Activa a 1 a 

J o -l t1 de este 

rroientr-as que a concentracioroes rr1enores de 10,M scSlo 

la acción de agentes que estimulan a 

Se han estudiado las acciones de los agonistas beta 

adr-enérgicos en adipocitos y en hepatocitos aislados en pr-esencia 

de for-skolina obser-vandose una amplificación (66,67). Se r-ealizó 

e- 1 estudio de la accidn de la histamina y sus agonistas en 

pr-esencia de for-skolina (fig. 10> obteniendo lo siguiente; la 

e-stimulacióro del agonista impr-omidina incr-ementó uro 100"/. 

orr1par-ado 

contr-ol, 

con la acción del mismo agonista en c•lulas 

"' ier1 t r-as que- la estimulación del agonista 2,2 

arroinoet il t iazol y de Ja histamina es igual a Ja obteroida ero 

controles.· En estas condiciones la eficacia del a9or1 is ta 2, 2 

aminoetiltiazol y Ja del agorois;ta impr-omidina son iguales, pues 

la estimulación de Ja impr·omidir1a se er1cuentr-a amplificada por· la 

acción de la for-skolina. 

Er1 la figur-a JI se muestra un r-esumen de la acción de la 

histamina de sus agonistas y antagonistas en las diver-sas 

cor1dic iones •studiadas. Se obser-vil clar·amente que la eficacia de 

la activacidn del r-eceptor- H& es muy similar- en hepatocitos de 

r-atas contr-ol, h•patocitos de ratas tr-atadas con tox!na pertusis 

y con forskolina, mientr-as que en células de ratas hipotiroidea 

se encuentra disminurda. Se- puede decir que la acción de la 

e-st imu l ación del receptor M2 es similar en hepatocitos tr·atados 

con toxina pe~tusis, en hepatocitos de r-atas hipotir-oideas y en 

hepatocitos incubados con forskol ina, la cual es superior· 

a la obtenida en hepatocitos contr-oles. 
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FIG. 7 

EFECTOS DEL H!POTIROIDISHO SOBRE LA ESTJMULACION DE LA 
UREOGENESIS POR LA HISTAMINA Y SUS AGONISTAS. Los hep~tocitos de 
r·atas hipotir-oideas -fuer-on incubados en pr-1tsencia de histamina 
(8-8> 2,2 &ir1inoet 11 t iazol (Q-Q> o impr-omidina ~~/:::.. >. Los 
r-esultados se expr-esan como el por-centaje del valor- basal de la 
síntesis de ur-e;o el cual fue de 33+2 nmoles de ur-ea/mg c•lul"as 
(peso hllm•do>, otr-as indicaciones estan pr·•sentadas en el pie de 
-f ig. ~ • 
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EFECTOS DIFERENCIALES DEL PMA SOBRE LA ESTIMULACION DE LA 
UREOGENESIS POR ACCIOM ALFA,-ADRENERGICA E HISTAHINA Y SUS 
AGONISTAS. Los hepatocitos fuer·or1 incubados en la ausencia 
(simbo!os llenos> 6 pr·esencía de tO-"'M de PHA <símbolos vacíos> y 
con difel"entes concentr·aciones de adl"enalina + 10-""M de 
propanolol <ADR> <panel A, rombos> Histamiroa <HIST> <par1el B, 
cil"culos>, 10--,.¡ 2,2 amir1oetiltia:zol <AET> 6 10-'"H de impr·orriidina 
( IHP> <panel C>. Los resul tadosS"Eo expresan como el pol"cer1taje 
sobre el valol" basal de la síntesis de ul"ea, el cual fue de 30t2 
nmoles urea/mg células <peso húmedo>. Cada pur1to es el pl"omedio 
~ su error estandar de 6-8 determinaciones usando diferentes 
preparaciones de células. 
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FIG. 9 

EFECTOS DEL TRATAMIENTO COM TaXJNA PERTUSIS SOBRE LA 
ESTIMULACION DE LA UREOGEt4ESIS POR LA HIST,:'11-1JNA Y SUS AGOl'4JSTAS. 
Los h•patocitos fueron incubados en ausencia y pr-esencia de 
dif•r•r•t•s concentrac:ion•s d• hlstamina <•-•>,2 1 2 amlno•tiltiazol 
( 0-0 > d impromldina <A-6. >. Los resultados se •xpr•san corno el 
porc:•ntaj• sobr• •I valor basal de Ja sintesis d•• urea el cual 
fu• d• 33+2 nmoles de ur-•a/mg cllolulas <peso hllln•do>. Otr·as 
indicaciones •n •1 pie d• fig. 2 • 
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FIG. 10 

EFECTOS DE LA FORSKOLINA SOBRE LA ES~!HULACION DE LA UREOGi:;NESIS 
POR LA HI STAMINA Y SUS AGOtH STAS. Los hepa toe i tos fuer-on 
incubados c:or. difer·erotes c:oncentr-ac: iones. de to istairdna <•-•>, 2,2 
aminoeil t iazol < p.Q-0 > 6 impr-omidiroa ( CJr-b. > en pr-&-senc ia de 
10-""M de for-skol ir.a. Los. r-esultados se expr·esan c:omo pol"centaje 
·del valor· basal de la sirotesis de ur·e•, el c:ual fue de 30+1 
.-.moles/mg células <peso húmedo>. Otras ir1dicac:ior.es en el pie de 

'f iQ. 2 . 
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EFECTOS Y SELECTIVIDAD DE LA HISTAMHlA, SUS AGONISTAS Y 
PHTAGONlSTAS EN HEPATOCJTOS OE RATAS CONTROL <CONTROL> O EN 
PRESENClA OE to-~ DE FORSKOLlt-IA <FORIO, HEPATOCITOS OBTENIDOS OE 
RATAS HJPOTIROJDEAS ~HYPO> Y DE RATAS TRATADAS CON TOXINA 
PERTUSIS <P.T.>. Lo!> hepatocito!O fueron incubados en la pr·e!Oencia 
d• 1 o--r-i de h istamina < H> , l o--r-i del 2, 2 arriinoe-t i lt i azol <AET > 6 
l0-8M de impromidina <IMP> sin < 1 ) 6 con sus antagonistas; 10-
8M pirilamina < f:I ) , 10-"M cirr1•tidina <la> d lO-• pir-ilarriiroi< + 
l0-8M d• cime-tidina < 0 >. Los resultados se- expresan en 
porc•ntaJ• del valor basal de la sint••is de urea, •l cual fue 
par· a contr-ol•s 29t t romol•s de ur·ea/mg c•lulas (peso tollmedo), 
hipotir-oid•as 3332 nmole-s de ur•a/mg c•lulas <p•so húmedo>, 
toxiroa p•rtusis 33~2 nmoles d• ur-ea/mg c•lulas <p•so húmedo) y 
lO-PH forskolina 30t1 nmol•• d• ur•~mg c•lulas <p•so húmedo>. 
Otr-as indicacion•• •n •1 pi• d• fiQ. 2 • 



En base a nuestr·os datos podemos decir- que la accidn de la 

histamina se encuentr-a mediada por- sus dos tipos de r·eceptor-es ... 

y H:a par-a noodular- el metabolismo hepi.tico. 

En otr-os modelos ero dondes& conoce el mecanismo de accidn 

de- los r-ece-ptor-es H, se ha obser-vado que se er1cuentr·ar1 acoplados 

al mecanismo de tr-ansducccidn de la fosfolipasa e, "' ier1 t r· a.s que 

de los r-eceptor-es Ha al mecanismo de tr-ansduccidn de la adenilato 

ciclasa. No hemos estudiado aún el acoplamiento de cada subtipo 

de r-eceptor- <H, y Ha> a su sistema de tr·ansduccidn. El 

compor-tamiento 

hepatocitos, el 

modelos. 

fenomenol dg ico obser-vado 

ac opl am ier1to es similar· al 

23 

sugier-e que 

obser·vado en otr-os 



CONCLUSICJN· 

1.- La histamina modula el metabolismo hep<\tico a tr-aves de sus 

r·eceptol'es H. y H 2 h istatrdné>r·gicos. 

2.- La p&l'ticipacidn de cada tipo de l'eceptor CH, y H~> 

accidn global de Ja histamina es var·iable; 

2a> Los datos indican el pr·edomirrio de Ja acción mediada por- los 

l'eceptol'es H, en hepatocitos controles, CH,> Hz> 

2b> Los datos ir1dican el predomirdo de la a.ce ión mediada por Jos 

receptores Ha en hepatocitos obtenidos de !'atas hipotir-oideas. 

CHa > H1> 

2c) Los datos indican que en hepatocitos de ratas tr-atadas con 

toxina per-tusis y en c"lulas contr-oles incubad~s con fol'skolina 

Ja pa,.ticipación de Jos r·eceptol'&S H, y Hz es sim.Uar· CH,=Hz>. 
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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 
Jactate (50-60%), and ureagenesis (50-60%). lt was observed 
that both H1 and H2 receptors mediate the action of histamine 
and that, in control hepatocytes. !he H,-mediated action predom­
inates over the H2. The Hi-mediated effect diminished in the 
absence of extracellular calcium, whereas the Hz-mediated action 
did not. lnterestingly, in hepatocytes frorn hypothyroid rats, the 
H 2 action increased and the H,-mediated effect decreased as 
compared to those in the controls, with an inversion in efficacy 

Histamine is one ofthe so-caJled Jocal hormones or autacoids. 
Its role in anaphylaxis and alJergy has b1. en known for more 
than 7S years, and the important role of histamine in the 
maintenance of homeostasis is increasingly being recognized 
(see Ref. 1 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 clearJy differentiated: the H 1 and the H:.! 
receptors {2, 3). lt has been observed, in a variety of models, 
that the H 1 receptors are coupled to phosphoinositide turnover 
and cakium signaling ( 4-8), whereas the H:.! receptors are 
coupled to adenylate cyclase in an activatory fas}:lion (9, 10). 

Recently, lmoto et al. (1]) reported the presence of a large 
number of H 1-histamine receptors in liver membranes. How­
ever, there is no information about the action(s) of histamine 
on Jivcr metaholism. This prompted us to study whether his­
t.amine has any action on the majar metabolic pnthways of this 
organ, the receptor(s) involved, and their modulntion. The 
resuJts of thís study are the subject of the present report. 

Mateñals and Methods 
Ure1111e, peroxidase. gh:~ oxidase, glutomine, ornithine, pyril­

amim•, histamine, (-l-epí.r.d-phdne, dl-propranolol, PM:\, und 6-n-

Thii; work wm11111ní11lly ~upc;c.C""~ hy 11 grnnl írum J.'undnciOn Miguel Alt•nuin . 

{i.e .• H1 >Hz in the controis and Hz> H, in cefls from hypoth'}roir. 
rats). Furthennore, it was observad that pertussis Joxin ireot· 
ment anct forskoUn both enhance the Hrmediated effects wittirn.:: 
altering the H1-mediated actions of histamine (i.e .• H, = H2 ) The 
active phorbol ester, phorbol 12-myristate 13-acetate, drd nC!t 

alter the effect of the autacoid. In summary. the data show th2~ 
histamine modulates liver metabolism through H, and Hz recep· 
tors. The relativa importance of the two receptor types in mt:· 
diating the actions of histamin! varies depending on the specifir. 
conditions used. 

propyJ-2-thiouracil were obtained irom Sigma Chemical Co. For~koJin 
Cid-acetoxy-8,13 epoxy-la,6B.9o·tr1hydro:1y-Jabd-14-en-I l·one1 was 
obtained from Calbiochem. Pt>nu;;.;.is toxin was purified from \ accinr 
C'On~ntrntes by thc mcthod of Sckura et al. {12). Cirnetidine. improm· 
id..ine. and AET were generous gihs from Smith Kline and Fnmch. 
Collagenase was nbtaíned from C'oope?' Biomedicaf. 

Female Wistar rats (200-250 g1 were used. The ar:.imal& were fed ad 
libitum for the studies of ureagenesis nnd glycoger.olysis and were 
fasted ior 24 hr in those of gluconeogenesis. In sorne expf'rimt>tlf ~ 
hypothyroid nnimals were used; hypothyroidism was induced by g-i ... ing 
the anímals water containing 0.030'r 6-n-propyl-2-thiouracil for -'Ü-füJ 
days and was a~sessed by decreased weight gain, dzyness of the fur, 
and dC"CreatJed levels of triiodoth)-Tonine (13). When penussi.3 toxin 
was u.sed, it was administered intraperitoneally (,Y, µg/JDO J!J 10 the 
animals 3 days before the eq>eriment wns performed tl4}. 

Hepatocytes were isolated by 1he melhod of Berry and Friend 1 lb) 
and incubated in Krebs-Ringer bicarbonate buffer uturated with OJ 
CO% (95%:5% ), pH 7.4 1 at 37'. In some experiment.s no CaCb wa;; ndded 
to the buffer: the amount of calcium in this buffer was in the runge of 
10-40 "M (due to contamination of the reagenta and waterl as derer­
mined by atomic obsorption s.pectrosropy; 25 µM EGTA was odde-d to 
it. To determine the rate of glyro~enolysis, cell;; obtained from fed 
anímals were incubated for 60 min and reoctiom1 were stoppe<l by 
cooling the cell suspensioru. in ire water. The ceU su.spem1ion!' were 
ct:ntrifuged for 1 min at top AJWed in 11 ciinical centrifuge ami glucose 
was determined in the supematant by the glucose o-xidase procedure 

. A98REVIATIONS: PMA.·;:t'a::iot 12-myrislate 13-acetate: AET, 2-(2-aminoethytl-tflsa.Z°'8; EGTA, ethySene glycol bis(/1-aminoethyS ether)-N.N.N' .N'-
1e!raacetic acid. ---·---------
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l 161- For the study of glyconeogenesis, the same procedul't' as def'Cribed 
ab-r.·eo far glycoeenolysis was employftf, but cella ~re obt.ained from 
2-1-br (asted rat.s.. and 10 mM lactate waa added to the incubation 
m.itd.~m; eluco&e production from endogenoua subttrates accounted for 
10-203 of the total production and was eubstra~ from the values 
obu.ined in the presence of lactate. For the atudy of ureogenesis, the 
inc:ubation mrdium ~·as supplemented with 10 mM ¡:Jutamine and 2 
mw omithine .. 4.fter 60-min incubations, urea was determined enzy­
rnatieally in ceU supernatants 1171. 

Resulta and Diacuaalon 
Histamine stimulated in a dose-dependent fashion three of 

the major metabolic pathways of Jiver cells: ureagenesis (Fig. 
lAI, gluconeo¡;enesis <Fig. lB), and glycogenolysis (Fig. lC). 
The EC!>o for histamine for glycogenolysis and gluconeogenesis 
(150 ± 80 nM} was similar to the ECr.o for ureagenesis t270 ± 
70 nM). These EC~1 values are within the range observed in 
other systems (4-10). The maximal stimulations produced were 
40-60% for ure.agenesis, 50-60% for gluconeogenesis from lac­
tate, and 80-lOO'C for glycogenolysis. Such stimulations are 
bigger or within the range ofthose produced by other hormones 
such as adrenaline (18) or glucagon (19). Ureagenesis was 
preferred as mt-tabolic parameter for ali of the following studies; 
similar data were obtained when the other metabolic pathways 
were studied in p:eliminary experiments. In Fig. 2, urea pro­
duction as a function of the time of íncubation, in the absence 
nnd presence of 10 µM histamine, is presented. lt can be 
obseryed that urea :0ynthesis was proportional to the time of 
incubation and th.'.lt histnmine íncreased the rate of ureagenesis 
(Fig. 2~~ A ~mall but consistent stimulation wns observed nt 10 

.. tnin (Il.19 :t::t.0.5~é of basal); however, longer incubations were 
preferred (60 rr.in i because the magnitude of the effect was 
bigger and more e-asily detected. 

It has been o~rved that. to produce a sustained effect, the 
action of sorne hormones depends on the pre:;ence of extracel­
lular calcium whereas that of other hormores does not (20). 
The extracellula: calcium dependency of histamine action was 
examined. It w~ observed that, in the absence of calcium plus 
2:l µM EGTA. the ureagcnic action of histamim: was markedly 
reduced (to approximately 30".C- of its effect in the presence of 
cnlcium) but, inte:-estingly. it was not abolished (Fig. 3). In 
these experimems the EC. ... values for histamine were 290 ± 75 
nM and 390 ± 100 nM in the presence and absence of calcium, 
respecth.·ely. 

In arder to determine the type of histamine receptor that 
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med.iates the actions of the autacoid, the selective antagonists 
pyrilamine (H1) and cimetidine (H;1) were used. Surprisingly, it 
was observed that both antagonista inhibited in a dose-depend· 
ent fashion the effect of histamine, but neither bJocked it 
completely (Fig. 4). Pyrilamine was more potent and effective 
than cimetidine, i.e., pyrilamine hlocked 60% of the effect Qf 
histamine, whereas cimetidine blocked the effect only 30% (Fig. 
4). The possibility that both H, and H, receptors could medial< 
the effect of histamine was considered. To test this hypothesis 
the effects of hietamine in the presence of a fixed concentration 
of one of the antagonists was studied. The effect of 10 µM 
histamine plus 1 µM· cimetidine was blocked by increasing 
concentrations of pyrilamine (Fig. 4). Similarly, the effect of 
10 .uM histamine plus 1 µM pyrilamine was antagonized by 
cimetidine (Fig. 4). The antagonists were without effect on 
basal ureagenesis at the concentrations 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 1-mediated action predominates over the H:.!·medi­
ated effect. 

In order to confirm this observation, the effect of selective 
H 1 (AET) and H;: (impromidine) agonists was studied . .-\ET 
stimulated ureagenesis ==40% over basal whereas impromidine 
did so to a much lesser extent f.:::20% O\:er basa)) (Fig. 51. The 
effect ofthe H 1 agonist AET was inhibited by the H 1 antagonist 
pyrilamine but not Uy cimetidine (Fig. 6). In conuast. the 
stimulation of ureagenesis inrluced by the H 2 agonist improm­
idine was blocked bY:cimeti~ine butJ).f'J,.by.pyrilamine ff,ii;;. 6). __ 
The data illustrate "the seJecth·ity...Jl.Ltb.e.. agents_ employed and 
confirm the finding.s described above, i.e., that both H, and H2 

receptors mediste the actions of histamine, that the H:-medi­
ateü effect is predominant, and thnt the actions are additi\'e 
(see Figs. 4-6). lnterestingly, the effect of the selective H 1 

agonist. AET, was rnarkedly reduced in cells incubated in the 
absence of calcium plus 25 µM EGTA, whereas the action of 
impromidine (H:.! agonist) was not nffected by the ab5-ence of 
the cation (resulta not shown l. 

In the folJowing experiments, we tried to determine whether 
the relath·e panicipation of the two histamine receptor types 
in mediating the action of the autacoid was constant O?" whether 
it showed plasticity. Four conditions were explore& che action 
of the active phorbol ester PMA, hypothyroidism. ~nussis 
toxin treatment, and the effect of forskolin. 

The active phorbol ester, PMA. blocks the a 1-ad:energic 

Flg. 1. Elfect or histamine on .....,__, ~· 
esls, ond gly_,alySis in lsolated rat hepatocytes. Hop-
atocytes were ineubated as deSCribed llder" Materials 
andMethodsfntho~O<-Of""'8ront 
oancentratlons of histamlne, and ure~ (AJ. gluco-
-Is from lactate (B), and glycogenolys<s (CJ were 
determined. Resutts are e•pressed as percentage of basal 
•-whlch were 26 ± 2 nmol/mg ol cel - weoghl fe< 
..._..,sis, 15 ± 1 nmol/mg of c:els wet weoght fe< 
gluconeogenesis from lactato. and 44 ± 2 nmoA/mg ol cell 
wet welght 10< gtycogenolysls. Pk>tted are tt1e means and 
standard errors (ven/ca/ linea) of 10-15 determinations 

10" 8 7 • s 4 10 987854 10987154 uslng dlfferent ce11 p<eparatlons. 
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TIME (min) 
Fig. 2. Time course of the etfect of histamine on urea synthesis. Hepa.. 
tocytes wern incubated in the absence (0) 0< presence <•l of 10-• M 
histamine. Pk>tted are the means and standard errors (vertical fines) of 
slx determinattons using ditterent c:ell preparations. 
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Flg. 3. Effecl ol el<lracetlular calcium on the stlmutation of ureagenesis 
lnduced by 111s1...-.... locytes - lncubated in regular -
Rlnger bk:Mbonate buffer (1.2 mu cact,; <•> ex buner wtthout caer, 
supplemented with 25 ~M EGTA (0) In the absence or presence ol 
different concentratk>ns of htltmmine. Resutts are expressed as percent-

- ol - ·- - - 28 "' 2 nmol/mg º' c:elt -· welght In iwgutar buffer and 20 "' 2 nmol/mg Df cetts - welght in bulfer wtthout 
c:mdum contalnlng 25 ~ .. EGTA. Plotted are the means and Standard 
errors (vertical /lnes) of tour determinations using different cell prepara­-... 
action in hepatocytes (21-26). We Rtudied the effect of PMA 
on the stimulation ofureagenesis hy histamine and the selective 
agonists AET and impromidine (Fig. 7). PMA was without 
effect on the stimulation of ureogenesis by the histamine ago­
ni"ta. whereas the cr 1 -adrenergic action of adrenaline wos clearly 
blocked (Fig. 7). The data indicate thet the reRponsivenesR of 
l.iver celle to hiRtaminc is not modulated through the octivity 

· of protein· kinnse C. lt is important to meution thnt Orellena 
et al. (27) observed in culturcd astrocyt("lma cells thot P"°IA 
bkiicks both carbachnl- and histnmine-stimulated inositol phos-
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Flg. 4. Eflect of pyrllamine (H,-antagonist) and cimetidine (H.-antagonlst) 
on the stlmulation of ureagenesis induc:ed by histamine. Hepatocytes 
were lncubated in the presence of 10~ .. histamine <•>· 10-5 M histamtne 
+ 1 o-e M dmetidine (O), or 10-5 M histamine + to-e M pyrilamine ((l) 
8'one or with cüfferent concentrations of pyrilamine Cm) or cimetidine (•). 
Results are expressed as percentage of basal ureagenesis whtch was 
29 :t 1 nmot/mg of cens wet weight. Plotted are the means and standard 
errors (ven/ca/ l/nes) or eight determinations using cfrtterent cell prepa­
ratk>ns . 
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Flg. 5. Effect of histamine. AET, and impromidine on ureagenesis in rat 
hepatocyles. Hepatocytes -e - In tl1e -.nce 0< preMnCe 
ot difieren! concentratlons of hls"'"*- <•>. AET (O), and imp<Omidine 
(L>). 

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

lt has been observed that in hepatocytes from hypothyroid 
rata the effects of agents that act through stimulation of ade­
nylate cyclase auch as P·adnmergic agonista or glucagon ore 
greatly enhanced (13, 28-30), whereas the actions of thoae 
ogents that act through calcium signaling are murkedly dímin· 
ished (13, 27, 31, 32}. Taking into account these findin&A, tfle. 
effect of the histamine agonista was teated in hepatocytes 
obtained from hypothyroid rata. lnterestingly. it waA ol>Aerved 
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Fig. e. Effect of the antagonists pyrilamine and cimetldine on the stlmu· 
lation of ureagenesis induced by AET and impromidine. Hepatocytes 
were incubated in the presence of 10-~ M AET (O) or 10-~ M impromldine 
(.ó.) mane or with ditterent concentrations of pyrllamine (8) or cimetidine 
(A). Other indications are as in Fig. 3. 

thnt in thci;;c cclls the H:.? agonist. impromidine, was more 
cffoctive thun thc H 1 agonist, AET (Fig. 8). Again, the effect of 
histnmine seemed to he the addition of both H 1 and H;? actions 
(Fíg.18). In Other words, the dota indicote that in cells from 
hypothyroid rats the H 1 action is markedly diminished as 
compared to thnt in the control cells, whereas the Hz action is 
enhanced (Fig. 8). 

Pertussis toxin, nn exotoxin produced by Bordetella pertussis, 
catnlyzes the ADP-ribosylation of the o subunit of the gunnine 
nucleotide·hinding regulatory protein involved in inhibition of 
adenylate cyclase (N 1l (33). It has been observed thnt such 
covalent mo<lificntion of ri.:; hlncks the action of ai:ents that 
inhibit ndenylate cyclase~ and enhances the action of agents 
that stimulate this enzyme (reviewed in Refs. 33 and 34). In 
hepatocytes, it has been shown t hnt trentment with pertussis 
toxin hlocks the action of angiotensin IJ on adenylate cyclase 
(35). enhanccs the accumulation ofcyclic AMP produced by ¡j­
adrenergic agonist and glucagon (H, 36), and has no effect on 
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the action of agents that act through phosphoinositide turnover 
and calcium signaling {14, 35, 37, 38). The effect of pertussis 
toxin on the nction of histamine is presented in Fig. 9. It can 
be observed that in cells from rats treated with the toxin, the 
H:rmediated effect is increased whereas the H 1-mediated effect 
is not altered ns compared to the effects observed in the controls 
(compare Figs. 9 and 5). 

Forskolin is a diterpene derivative found in the Indian plant 
Co/eus 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 uccumulation, magnify the action of agents that 
stimulate adenylate cyclase such as t>'·adrenergic agonists, hoth 
in fat (40) and li\'er cells (41). Forskolin also enhanced the H 2-

mediated action of histamine in liver cells (Fig. 10). The diter· 
pene was wíthout effect on basal ureagenesis nt this concentra· 
tion (not shown; see Ref. 41). 

Jmoto et al. (11) showed that the number of (3H)pyrilamine­
binding sites (putati\·ely H 1-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 ceJls in addition to hepatocytes and. 
therefore, membrane;; obtained from this orgnn could contain 
those from nonparenchymnl cells. However, our results are 
totally consistent with the findings of !moto et al. (11) nnd 
indicate that the receptors detected by thesc authors have 
functional significance in hepatocytes, especially considering 
that ureegenesís is a pathway that occurs predominanily in 
liver cells. Our data also showed consistency with the findings 
of Imoto et al. (11) in indicating the predominance of the H 1-

over the Hz-histamine action. In other rnodels the H 1 -histamine 
receptor is coupled to calcium signaling. wherens the H:i·hista· 
mine is linked to acti\'ation of adenylate cyclnse (4-10). The 
results with hepatocytes from hypothyroid rats could be con­
sistent with the observation that, in these cells, the actions o[ 

agent that stimulate adenylate cyclase are enhanced, whereas 
those involving calcium Rignaling are decreased (13, 28-32). 
Similarly, the effects of pcrtu.ssis toxin and forskolin are con -
sistent with the in\'olvement of aden)·lnte cyclase stimulation 
in the H2·medinted nction oí histamine. However, the coupling 
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Flg. 7. Oifferential ettect of PMA on the stimulation of 
ureagenesis by n-d1dfenergic and hlstamine agonists. 
Hepatocytes were incubated in the absence (•(A).• (B). 
• (Cll or presence of 10-•" PMA [v (A), o (B). o (C)] 
and with different concentrations of epinephrine + 10-5 M 
propranolol (ADR) (A, •. '.') hístamine (HIST) (B. •. O), 
and 10-5 M AET or 1 o-s M impromidine (/MP) (C). Aesults 
are expressed as percentage of basal ureagenesis which 
was 30 ± 2 nmot/mg ot cells wet weight. Plotted are the 
means ± standard errors of six to eight determlnatlons 
using d1fferent cen preparations. 
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Fig. a. Effect of hypothyroidlsm on the stimulation of ureagenesis by 
histamine agonists. Hepatocytes from hypothyroid rats were incuOated 
in the absence or presence of hlstamine (e), AET (O). or impromtdine 
(6). Results are expressed as percentage of basal ureagenesis 'Nflk:h 
was 33 ± 2 nmol/mg of cells wet wefght. Plotted are the means and 
standard errors (venical lines) of seven to eight determlnations usjng 
different cell preparattons. 
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Fig. l. Effect of pertussls toxln treatment on the stimutatlon of ureagen­
esis by histamine agonlsts. Hepatocytes were lncubated in the absence 
or presence of different concentrations of histamine (e), AET (O). or 
impromldine (C.). Basal ur.._,..is was 33 ± 2 MIOl/mg cellS wet 
weight. Plotted are !he means and standard errors (vertical //nes) ol 
seven to eight e>epetiments using different cetl preparations. 

of Ha and H:i receptora to their transduction systems (adenylate 
cyclase and phospholipase C) remains to be directly demon­
strated in this cell type. Furthermore, changes at the receptor 
Jevel (number and/or affinity) may occur during hypothyroid­
ism or penussis toxin treatment. These aspects are currently 
being in\.·est igated in our Jaboratory. 

In summary, the data clearly indicate, for the first time, the 
abiJity of histamine to modulate hepatic metabolism through 
both H1- and H:i:-histamine receptors. Furthermore. it is ehov.-n 
that the H, -mediated action predominates in control hepato­
cy"tes, whereae the H:i-mediated action predominates in hepa­
tocytes'obtained from hypothyroid anímale; forskolin and per­
tussis toxin treatment enhance the H:rmediated effeEts. The 
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Flg. 10. Effect of forskolin on the stimulation of ureagenesis by histamine 
agonists. Hepatocytes were incubated In the presence of 10-1 M forskolin 
and with different concentrations of histamine (•). AET (O), or impromi­
dine (6). Basal ureagenesis was 30 ± 1 nmof/mg of cells wet weigtlt. 
Plotted are the means and standard errors (vertical /lnas) of seven to 
etght determinations using drfferent cell preparatlons. 

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