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RESUMEN

La histamina estd ampliamente distribuida en el Sistema Nervioso
Central de los mamiferos y diversas evidencias indican que tiene una funcién
importante como neuromodulador. Farmacolégicamente los receptores para
histamina se clasifican en tres subtipos denominados H,, H, y H;, acoplados a
;:iiferentes mecanismos de transduccibn de sefales. Por otra parte, la iesién al
tejido cerebral de cualquier etiologia induce un proceso denominado gliosis
reactiva, caracterizada pqi’ la hipertrofia y la hiperplasia de células gliales,

principalmente de los astrocitos.

Con base en o anterior y utilizando como modelo de estudio a la linea
celular U373-MG, derivada de un astrocitoma humano, el objetivo de la
presente tesis fue determinar el efecto de la histamina en la proliferacién de las
células de origen glial y establecer los mecanismos celulares involucrados. Para
evaluar la proliferacion celular se determiné la incorporacion de [*Hltimidina al
DNA celular.

Los resultados obtenidos indican que las células U373-MG expresan
receptores del subtipo H, con una densidad (Bmax) de 180 + 6 fmol.mg de
proteina y una constante de disociacidon (Kd) para el antagonista H, mepiramina
de 0.61 + 0.10 nM. Estos receptores estan acoplados a la produccion de
fosfatos de inositol (EC., para la histamina de 2.8 + 0.4 pM, efecto maximo de
495 = 12% de la basal), asi como a la movilizacién de calcio intracelular
(incremento de 344 + 22 nM sobre una basal de 118 £ 6 nM), La histamina
estimulé la incorporacion de [PHitimidina (169 = 5% de la basal con 100 uM del
agonista; EC,,, 3.4 £ 1.0 uM). Este efecio fue bloqueado por la mepiramina
(1uM), pero no por ranitidina o tioperamida, antagonistas de los receptores H, v

H,, respectivamente. El TPA (un activador de la cinasa C de proteina. PKC)



i
estimuld también la proliferacion celular, pero de manera no aditiva al efecto de
la histamina. Dos antagonistas de la PKC (estaurosporina y H-7) disminuyeron
la incorporacién basal de [*Hltimidina (inhibicién de 87 + 4% y 81 + 6%,

respectivamente), previniendo su utilizacion como herramientas farmacologicas
para analizar la funcién de la PKC.

Con base en los resultados obtenidos se puede concluir que la linea
celular U373-MG expresa una alta densidad de receptores para histamina del
subtipo H,, acoplados a la produccién de fosfatos de inositol y a la moviiizacion
de calcio intracelular. La activacion de estos receptores estimula la
incorporacion de [*H]timidina, lo que indica un efecfo mitogénico de la histamina

en las células de origen glial, sugiriéndose ia participacion de la PKC en dicho

efecto.



AMPc
[Ca*},
DAG
EC,,
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1P,

Kd
PKA
PKC
PIP,

SNC

S.E.M.

TPA

ABREVIATURAS

Monofosfato ciclico de adenosina
Concentracion intracelular de calcio
Diacilgiicerol

Concentracién efectiva media
Acido y-aminobutirico

Fosfatos de inositol
1,4,5-trifosfato de inositol
Constante de disociacion

Cinasa A de proteina

Cinasa C de proteina_

4 5-bifosfato de fosfatidil inositol
Sistema Nervioso Central

Error estandar de la media

12-tetradecanocil-13-acetato de forbol
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1. ANTECEDENTES

1.1. INTRODUCCION

La histamina fue aislada de diversos tejidos bioldgicos desde hace
aproximadamente 60 afios y desde entonces se han investigado sus efectos
farmacoldgicos, principalmente en los tejidos periféricos no neurales. Avances
recientes en el estudio de la funciéon de la histamina han incluido estudios con
ligandos radioactivos que han permitido el reconocimiento de sus receptores, asi
como el andlisis de los efectos de la estimulacidn de dichos receptores en los

procesos de sefializacion intracelular y sus consecuencias en la funcion de las
célutas.

La histamina se encuentra presente en casi todos los tejidos y se le ha
asignado un papel como mediador u hormona local. Sin embargo, no en todos
los tejidos la histamina es liberada por los mastocitos y dependiendo de las
especies, puede ser detectada en basdfilos, plaguetas, células endoteliales vy
neuronas. Existen evidencias de gue la sintesis de la histamina puede ser
inducida y que incluso puede ser almacenada, lo que sugiere funciones

alternativas para el transmisor.

La histamina esta ampliamente distribuida en el Sistema Nervioso Central
(SNC) de los mamiferos, y existen fuertes evidencias de que tiene un papel
como neurotransmisor o neuromodulador, enconirandose presente en
compartimientos neurcnales y no neuronales. Estudios inmunchistolégicos han
permitido generar un mapa de las vias histaminergicas en el SNC de la rata,
mostrando una amplia distribucion de las mismas (Wada et al., 1991). Entre las
funciones cerebrales gue pueden ser reguladas por la histamina se encuentran
los estados de vigilia y suefio, la circulacion cerebral, la actividad locomotora, la

percepcion del dolor, la ingestion de agua y alimentos, la homeostasis
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cardiovascular y las conductas sexual, de defensa y de agresion, asi como la

regulacion de la temperatura y mecanismos de control neuroendocrino
(Schwartz et al., 1991).

Por ofra parte, la lesidn de cualquier etiologia (traumaticas, infecciosas,
isquémicas, etc.) al tejido cerebral induce un proceso denominadoe gliosis
reactiva, caracterizado por hiperplasia e hipertrofia de las células gliales y por la
presencia de abundantes astrocitos reactivos (Norton et al., 1992; Amat et al.,
1996). Datos recientes indican que la mayoria de los astrocitos en proliferacién
derivan de astrocitos pre-existentes, indicando un proceso activo de replicacion

celular (Amat et al., 1996) en respuesta a mediadores quimicos diversos como
las citocinas.

Dado que se ha reportado la presencia de sus receptores en los
astrocitos, la presente tesis abordd el estudio de la posible funcion de la
histamina en la regulaciéon de la proliferaciéon de células de origen glial, lo que
seria relevante para la comprension de los procesos inflamatorios que se

presentan en el SNC en respuesta a lesiones diversas.
1.2. INERVACION HISTAMINERGICA DEL SNC
Localizacion de las neuronas histaminérgicas.

Los cuerpos celulares de las neuronas histaminérgicas se encuentran
localizadas en una reducida area del cerebro, en el nudcieo tuberomamilar del
hipotalamo. En el cerebro de la rata, donde se ha estudiado con mayor detalle
su distribucién, las neuronas histaminérgicas se encuentran en cinco grupos
denominados E1 a E5 (Wada et al., 1891).
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Vias aferentes y eferentes del sistema histaminérgico.

Las neuronas histaminérgicas reciben aferentes glutamatérgicas
provenientes de la corteza cerebral y del septum, y envian axones a
practicamente todo el SNC. La inervacion histaminérgica ha sido estudiada
mediante técnicas inmunocitoquimicas utilizando anticuerpos contra la histamina
y contra la enzima responsable de su sintesis, ia descarboxilasa de histidina

(Watanabe et al., 1984; ver revisiones de Arias-Montafio y Guerrero, 1995 y de
Wada et al., 1991).

Sintesis y degradacion de la histamina.

La difusion de la histamina a través de la barrera hematoencefalica es
minima y en consecuencia sus efectos sobre los tejidos cerebrales se deben al
neuromodulador sintetizado en el propic SNC a partir de la L-histidina,
transportada al interior de las células por un proceso active para ser

posteriormente descarboxilada en el citosol (Schwartz et al., 1991).

A diferencia de lo que ocurre con otros neurotransmisores o moduladores,
no existe un sistema de recaptura de alta afinidad para la histamina, lo que
sugiere que una vez liberada al espacio extracelular, su accién se termina de
manera exclusiva por la captura y degradacién por neuronas postsinapticas y
por celulas gliales en las que se encuentra présente la enzima metiltransi‘erasa
de histamina.

1.3. LA HISTAMINA COMO NEUROMODULADOR
Los axones de las celulas histaminérgicas poseen varicosidades

multiples, la mayoria de las cuales establecen contacto con elementos

neuronales (somas, axones o ferminales nerviosas, Takagi et al., 1986), pero
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sblo unos cuantos de estos contactos sinapticos muestran caracteristicas de
sinapsis verdaderas, lo que ha llevado a postular que en el SNC la histamina es

un neuromodulador y no un neurotransmisor.

El término neuromodulador denota a una sustancia quimica capaz de
modificar la excitabilidad de las células neuronales en las que existen receptores
para dicha sustancia, mediante mecanismos bioquimicos {como la formacién de
segundos mensajeros) y/o electrofisiolégicos (la apertura o el cierre de canales
ibnicos). En consecuencia, un neuromodulador no origina por si mismo
respuestas postsinapticas que conduzcan a la generacidon y propagacion de
potenciales de accién, sino que modula, a nivel pre y postsinaptico y facilitando o
inhibiendo, los efectos trans-sinapticos de los neurotransmisores gque actian
sobre la misma celula.

La histamina es liberada al espacio extracelular por la terminal nerviosa
en respuesta a la despolarizacion (mimetizada experimentalmente con
estimulacién eléctrica o concentraciones elevadas del ion potasio), de manera
dependiente de la concentracion extracelular de iones Ca®" asi como de la
temperatura, en un proceso que es inhibido por iones de Mg*". En conjunto,
estos datos indican que la exocitosis es el principal mecanismo responsable de
la liberacion del neuromodulador (Schwartz et al.,, 1981; ver también Arias-

Montafno y Guerrero, 1993).

Una vez liberada, la histamina difunde hacia las células vecinas activando
a los receptores presentes en un nimero variable de neuronas y otras células, y
cabe destacar que las varicosidades de las fibras histaminérgicas establecen
también contacto con células gliales, vasos sanguineos de bajo calibre y
capilares (Takagi et al, 1986; Hill, 1990).
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1.4. RECEPTORES PARA HISTAMINA

Los receptores histaminérgicos han sido divididos en tres subtipos
denominados Hi, Hx y Hs (Hill., 1990; Hill et al., 1997), con base en estudios
cuantitativos in vitro, en tejidos periféricos aislados y en diferentes preparaciones
de tejidos cerebrales (rebanadas, sinaptosomas y membranas). Los receptores
histaminérgicos fueron clasificados inicialmente por Ash y Shild en 1966, quienes
introdujeron el término H, para designar a los receptores bloqueados por bajas
concentraciones de I.os antihistaminicos clasicos como la mepiramina.

1.4.1 Receptores H;.

El estudio de la distribucién y las propiedades bioquimicas del receptor H;
ha sido posible en gran medida por el desarrollo de ligandos radioactivos que
permiten el reconocimiento del receptor. El primer radioligando selectivo para el
receptor Hi ([*H]mepiramina) fue introducido en 19877 para identificar a los
receptores H, del musculo liso longitudinal del ileon (Hill et al., 1977). Siguiendo
este reporte inicial, los sitios de unidn para ligandos Hy han sido demostrados en
un gran numero de tejidos incluyendo el cerebro de los mamiferos, la retina, el
intestino, el sistema genitourinario, la médula adrenal, el higado, las células

endoteliales, las células de origen glial y los linfocitos (Hill, 1990).

El principal antagonista selectivo del receptor Hy es la mepiramina, dada
su alta afinidad (constante de disociacion o Ky = 0.8 nM). Muchos antagonistas
del receptor Hy cruzan la barrera hematoencefdlica, siendo la temelastina uno
de los mas potentes con una Ky de 0.3 nM. De manera opuesta a lo que ocurre
para los antagonistas, el receptor H; tiene baja afinidad por los agonistas,
siendo la 2-metilhistamina, la 2-tiazoliletiiamina, la 2-piridiletilamina y la
betahistamina los agentes mas comunmente usados como agonistas Hq (Hill et
al., 1997).
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El analisis autoradiografico del receptor H; ha sido también posible
mediante el uso de [*H]mepiramina, debido a su baja velocidad de disociacion,
permitiendo establecer [a distribucion de dichos receptores en el cerebro de la

rata y del cobayo, asi como en la espina dorsal de los primates.

Mecanismos de transduccién de sefales.

La estimulacion de un amplio nimero de receptores de superficie induce
un incremento en los niveles intracelulares de calcio, evento asociado con la
hidrolisis de fosfolipidos de membrana por una enzima, la fosfolipasa C, activada
por proteinas G del tipo Gog. En diversos tejidos la estimulaciéon de los
receptores H; induce la hidrélisis del 4 5-bifosfato de fosfatidil-inositol (PIP2)
conduciendo a la formacion de dos segundos mensajeros, el 1,4 5-trifosfato de
inositol (IP3) y el diacilglicerol (DAG; Hill et al., 1997).

El 1P3, liberado al citosol, moviliza iones de Ca?* que se encuentran
almacenados en depositos intracelulares mientras que el DAG es retenido en la
membrana, donde activa a la proteina cinasa C (PKC), ya sea por si mismo o en

una accién sinérgica con los iones de Ca®" liberados por el IP» (Berridge, 1993).

Es interesante destacar que en rebanadas del cerebro de los mamiferos,
la formacion de fosfatos de inositol corresponde de manera muy estrecha a la

distribucion regional y las caracteristicas farmacologicas de los receptores H;
(Hill, 1990).

1.4.2 Receptores H,.
Estos receptores tienen a la yodoaminopotentidina como el antagonista mas

potente con una K4 de 0.3 nM. Otros antagonistas selectivos son |la buromamida,

la tiotidina, la cimetidina y la ranitidina. Los receptores H; se encuentran
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presentes en numerosas areas cerebrales y en particular se observa una alta
densidad en la corteza y en el neoestriado. La mayor parte de estos receptores
se encuentran en neuronas, aunque también se observan en células gliales y en
vasos sanguineos de pequefio calibre {Hill, 1890; Hill et al., 1997).

Mecanismos de transduccidn de sefales.

Tanto en el SNC como en tejidos periféricos la activacion de los
receptores H. esta asociada a la produccidon del monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc), por estimulacion de una o varias isoformas de la enzima
adenilciclasa a través de proteinas Gas (Hill et al., 1997).

Ademas de la activacién de la cinasa dependiente de AMPc (PKA), el
aumento en la concentracion del AMPc conduce a la apertura de canales
idnicos, en especial a los permeables a iones de Ca®*, considerandose que el
incremento en la concentracion intracelular de Ca®** es el mecanismo
responsable de la mayor parte de los fendmenos fisiolégicos asociados a la
activacion de receptores H; (Hill, 1990).

1.4.3 Receptores Ha.

Los antagonistas con mayor selectividad son el clobenpropit (Kq = 0.13
nM) y la tioperamida (Kq = 3-4 nM), los que en conjunto con el agonista R-o-
metil-histamina (1,500 veces mas potente que la propia histamina), han
permitido caracterizar a estos receptores en el SNC (Hill et al., 1997). Los
receptores se localizan principalmente en la corteza cerebral, el neoestriado, la
sustancia negra, el hipocampo y el talamo, asi como en el nicleo tuberomamilar,
donde se encuentran las neuronas histaminérgicas. Una proporcion significativa

de este tipo de receptor se encuentra en las propias terminales histaminergicas,
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donde funcionan como autorreceptores, regulando la sintesis y la liberacion de |a
histamina (Hill, 1980; Arias-Montafio y Guerrero, 1996; Hill et al., 1997).

Se ha documentado también la presencia de heterorreceptores
presinapticos Hz que inhibén la liberacibn de serotonina, acetilcolina,
noradrenalina, dopamina (Hill et al., 1997). Estudios realizados recientemente en
el laboratorio han permitido adicionar el neurotransmisor inhibidor GABA (acido
y-aminobutirico) a la lista de transmisores cuya liberacién es regulada por la

histamina a través de la activacion de receptores Hs (Garcia et al., 1997).

Mecanismos de transduccion de sefales.

l.os agonistas Hs inhiben la liberacion de histamina inducida por K* o por
veratridina en rebanadas de la corteza cerebral, el hipocampo y el talamo. El
efecto inhibidor de los agonistas disminuye si se incrementa la magnitud del
estimulo o si se eleva la concentracion extracelular del ion Ca®, lo que sugiere
que la regulacién de los canales de Ca®* activados por voltaje, probablemente
por proteinas Goo, es el mecanismo responsable de la modulacion de la

liberacion tanto de la histamina como de otros neurotransmisores (Hill, 1990; Hill
et al., 1997).
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1.5. CELULAS GLIALES

Los cuerpos celulares de las neuronas y los axones estén rodeados por
células gliales, existiendo entre 10 y 50 veces mas células gliales que neuronas
en el SNC de los vertebrados. Por mucho tiempo a las células gliales se les
confirid la funcion Gnica de sostén del tejido nervioso, pero en la actualidad se
sabe que llevan a cabo otras funciones importantes como la formacién de la
mielina, el intercambic metabdlico con neuronas, la fagocitosis de células

destruidas y la captura y liberacién de neurotransmisores o sus precursores.

Las células gliales expresan también receptores para neurotransmisores
(Verkhratsky et al., 1998) describiendose receptores purinérgicos, adrenérgicos
a1, receptores para sustancia P, glutamatérgicos, GABAérgicos, glicinérgicos y
receptores para bradicinina y citocinas. De particular interés para este trabajo
son los estudios que reportan la expresion de receptores de histamina en células
gliales (Inagaki et al., 1989, 1991; Kondu et al., 1991; Inagaki and Wada, 1994),
lo que sugiere que éstas son un blanco importante para este modulador.
Ademas, existen evidencias de la presencia en las células gliales de canales de

Ca®, de Na" y de K* con densidades similares a las reportadas para las células

neuronales.

Las células gliales se dividen en microglia y macroglia (Kande!, 1995). La
microglia corresponde a los fagocitos que acthan durante traumatismos,
infecciones u otros procesos lesivos. La macroglia consiste de tres tipos
predominantes: los oligodendrocitos, las células de Schwann y los astrocitos.
Los oligodendrocitos y las células de Schwann son células pequefias con
relativamente pocos procesos que aislan a los axones formando la vaina de
mielina, la cual acelera la conduccién de las seflales eléctricas. Los
oligoendrocitos se encuentran en el SNC y las células de Schwann en el sistema

nervioso periférico (SNP).
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ASTROCITOS

Se consideran las células gliales mas importantes y dentro de sus
funciones se encuentran las siguientes (Kandel, 1995);

a) Rodean las regiones sinépticas capturando con alta afinidad algunos
neurotransmisores como el glutamato y el GABA, removiéndolos del espacio
sinaptico y contribuyendo asi a terminar sus efectos.

b) Los astrocitos tienen prolongaciones que conectan a los capilares
sanguineos con las neuronas y que contribuyen a formar la barrera
hematocefalica, la cual sirve como proteccién previniendo que sustancias -
toxicas de la sangre entren al cerebro. Ademas, esta organizacion sugiere
tambien un papel nutricio para los astrocitos.

¢) Junto con la microglia remueven desechos neuronales ayudando a sellar

dafos en los tejidos cerebrales.

Los astrocitos se derivan del neuroectodermo del tubo neural, y tienen
caracteristicas morfoldgicas y ultraestructurales que los distinguen del resto de
la glia en el SNC de los mamiferos. Como su nombre lo indica los astrocitos
tienen una apariencia estrellada como puede observarse en una preparacion de
tejido nervioso con impregnacion de plata, y han sido clasificado en dos tipos:
los astrocitos protoplasmaticos, caracteristicos de la materia gris, con gruesos y
extensos procesos ramificados gue parecen L‘proyec:c:iones espinosas, y los
astrocitos fibrosos, caracteristicos de la materia blanca, con procesos
relativamente largos, delgados y lisos con pocas ramificaciones. Los organelos
que aparecen en el citoplasma de los astrocitos se encuentran dispersos, 1o que

les confiere una apariencia acuosa, conteniendo pocas mitocondrias vy
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ribosomas, con escaso reticulo endoplasmico liso, algunos cuerpos de Golgi,

cuerpos multivesiculares y cuerpos que presumiblemente corresponden a
lisosomas (Fedoroff, 1986; Noback, 1993, Sperelakis, 1995).

1.6. HISTAMINA Y PROLIFERACION DE CELULAS GLIALES

La proliferacion de las células gliales es un proceso que se observa en la
inflamacion y lesién del tejido cerebral. Durante este proceso (gliosis) los
astrocitos producen y responden a diversos factores de crecimiento y citocinas.
Ademas de encontrarse presentes en neuronas los receptores para histamina,
en particular los pertenecientes al subtipo H;, se localizan en las células gliales y

sobre todo en los astrocitos (Inagaki et al., 1989, 1991; Kondu et al., 1991;
Inagaki and Wada, 1994).

A fin de ser utilizada como modelo para el estudio de los efectos de la
histamina sobre las células gliales, se han estudiado las caracteristicas de la linea
celular U373MG, derivada de un astrocitoma humano (Arias-Montafio et al.
1994). En esta linea celular la activacion de los receptores H; induce la formacién
de fosfatos de inositol y la movilizacién de iones de calcio a partir de depositos
intracelulares  (Soria-Jasso y Arias-Montafio, 1996) y en experimentos
preliminares realizados en el laboratorio se ha observado que la exposicién a la
histamina estimula su proliferacion, estimada mediante la incorporacién de
[*Hitimidina. Asi, estos resultados sugieron que entre los factores responsables

de gliosis podria encontrarse también la histamina, posibilidad que fue abordada
en esta tesis.

Multiples estudios han demostrado que la PKC tiene un papel importante
en diversas funciones, entre ellas la que se incluye la proliferacion celular
(Berridge, 1983). Como se menciond antes, la activacion de los receptores H;
induce la hidrélisis del PIP, produciendo diacilglicerol (DAG) e IPs. El DAG activa
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a la PKC, ya sea por si mismo o en conjunto con los iones de Ca®* cuya
liberacion es producida por el 1P,

La PKC cataliza la transferencia del grupo fosfato terminal del ATP a
residuos de serina o de treonina, cuya fosforilacidbn induce cambios
conformacionales en la proteina respectiva, los cuales a su vez provocan
cambios funcionales. La PKC fosforila a un gran niimero de proteinas celulares
gue incluyen reéeptores, canales idnicos, proteinas del citoesqueleto, enzimas,
otras cinasas (inclusive la propia PKC), factores que regulan la expresion de
genes y productos de oncogenes como la proteina pp60 ( Sheperd, 1994).

Por lo anterior, uno de los posibles mecanismos por los cuales la
histamina podria inducir la proliferacion de las células de origen glial seria a
través de la activacion de la PKC, como consecuencia de la formacion del
diacilglicerol, uno de los segundos mensajeros producidos por efecto de la

fosfolipasa C sabre fosfolipidos de membrana.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se sefald en la parte inicial de esta tesis, existen evidencias de que
la histamina es un importante modulador de la funcién del SNC. Sin embargo,
las funciones cerebrales que son reguladas por la histamina y en particular los

mecanismos por los cuales ejerce sus efectos reguladores no estan adn
establecidos con certeza.

Las células gliales, especialmente los astrocitos, son de gran importancia
para la funcion sinaptica. En células de origen glial y sobre todo en los astrocitos,
se observa una alta densidad de receptores para histamina pertenecientes al
subtipo Hq, por lo que puede plantearse que la activacion de dichos receptores es
responsable de los efectos de la histamina. En particular, nos interesé estudiar el
posible efecto de la histamina sobre la proliferacion de las células de origen glial,

aspecto de suma importancia en respuesta a lesiones del SNC, y los mecanismos
celulares involucrados.

Para el efecto se utilizé como modelo de estudio a la linea celular U373
MG, derivada de un glioma maligno humano (astrocitoma grado i, American
Cell Type Collection). Estas células conservan la morfologia tipica de los
astrocitos tipo Il y estudios inmunocitoquimicos con microscopia confocal han
mostrado la expresion de la proteina fibrilar acidica (GFAP), caracteristica de
celulas astrociticas (L. E. Soria-Jasso y J.A. Arias-Montafio, resultados no
publicados). Ademas, las células U373 MG son capaces de capturar al
neurotransmisor GABA mediante un transportador dependiente de Na+ y Cl' y
gue ha sido identificado en nuestro laboratorio como un transportador BGT-1 (E

Sanchez-Lemus, tesis de licenciatura en proceso).
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Experimentos preliminares habian mostrado que efectivamente la
histamina estimula la proliferacion de la linea celular U373 MG, estimada
mediante la incorporacion de [*Hitimidina, por lo que el presente proyecto se
planteé caracterizar este efecto y establecer los mecanismos responsables del
mismo. Ef sistema celular elegido facilitaria el andlisis de los procesos de
formacion de segundos mensajeros en respuesta a la activacién de receptores
para histamina y sus efectos sobre la proliferacién de células de origen glial.
Dado que los antecedentes sugieren la participacion de cinasas de proteina en

la proliferacion celular, se planted estudiar también la participacion de la PKC.
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3. OBJETIVOS

Con base en los antecedentes anteriores se plantearon los siguientes
objetivos para la presente tesis:

Objetivo general

3
Determinar el efecto de la histamina sobre la proliferacién de células de

origen glial y establecer los mecanismos celulares involucrados.
Objetivos particulares

1. Confirmar la presencia de receptores H; en la linea celular U373 MG

mediante la unién de! antagonista selectivo ["H]mepiramina.

2. Confirmar el acople de los receptores Hy a la formacién de fosfatos de inositol

y ala movilizacion de Ca*" a partir de depositos intracelulares.

3. Determinar el efecto de la histamina sobre la proliferacion celular mediante el

analisis de la incorporacion de [*H]timidina.

4. Caracterizar farmacologicamente el subtipo de receptor responsable del

efecto de la histamina sobre la proliferacion celular.

5. Determinar si la activacidon de la PKC es responsable del efecto de la

histamina sobre la proliferacién celular.
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4, METODOS

4.1 Cultivo celular

La linea celular U373 MG se cultiva como monocapa en cajas de cuitivo
(150 cm®) o en. cajas multipozos (24 pozos/caja). Las células fueron cultivadas
en una mezcla de medios DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) y F-12
(50:50%, v:v), a la que se adiciond suero fetal bovino (10%) y antibidticos (1% de
una solucidn de penicilina-estreptomicina, 10,000 Utmi’ y 10 mg.mi”,
respectivamente). Los cultivos se mantienen a 37°C bajo una atmésfera de 5%

de bidxido de carbono.

Las células sembradas en botellas de cultivo fueron resembradas en
cajas multipozos (24) de la siguiente manera:

Después de eliminar el medio de cultivo, se lavaron las células con
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS; pH, 7.4). Posteriormente se
despegaron y disociaron utilizando tripsina al 0.25% durante 3-4 minutos. La
tripsina se inactivd con medio de cultivo conteniendo suero fetal (10%) vy se
centrifugd la suspension a 90 x g por 5 min. La pastilla formada se resuspendio
en medio de cultivo y se adiciond 1 ml de esta suspension (aproximadamente
300,000 células) a cada pozo.

4.2 Unién de [*Hjmepiramina a membranas celulares

Las células se lisaron por incubacion (15 min, 4°C) en una solucién
amortiguadora de Tris (10 mM) conteniendo EGTA (1 mM). Las membranas
celulares se obtuvieron por centrifugacion (2 x 20 min a 20,000 x g). La pastilla

resultante se resuspendio en una soiucion Tris (50 mM).
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Alicuotas de la suspension membranal se incubaron con concentraciones
crecientes (0.1 - 10 nM) det ligando [*H]mepiramina en ausencia Y presencia de
mepiramina no marcada (1 pM). Después de 60 min a 30°C la incubacion se
detuvo por filtracion a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/B).
Después de lavar 3 veces con solucidn de incubacion, la cantidad de
[*H)mepiramina unida a las membranas se determiné por medicién de Ia

radioactividad retenida en los filtros.
4.3 Formacién de fosfatos de [*Hjinositol

Se utilizaron células cultivadas en caja multipozos (24 pozos por caja). El
medic de cultivo se removid y se reemplazd por medic DMEM conteniendo
[*H]mio-inositol (0.5 rCi/pozo) y mio-inositol no marcado, 10 uM (Arias-Montafio
y Young, 1993a,b). Después de 24 horas las células se lavaron con solucion
Krebs-Henseleit conteniendo 10 mM de LiCl y se incubaron durante 15 min a
37°C antes de adicionar fa histamina, continuandose la incubacion durante 30
min. La reaccion se detuvo aspirando el medio de incubacién y adicionando 0.5
ml de acido perclorico frio conteniendo 1 mM de EGTA vy 1 mg/ml de acido fitico
(IPg).

Despues de 15-20 min sobre hielo, se adicionaron 0.4 ml de una mezcla
de trioctilamina y fren (50%:50%), se agitd y se centrifugd a 1,000 x g durante 5
min. Una muestra (0.38 ml) de la fase superior formada se coloco en un tubo de
plastico y se adicionaron 3 ml de solucién Tris, 50 mM. La mezcla asi obtenida
se depositdé en columnas de plastico que contenian 2 m! de resina de
intercambio i6nico (Dowex AG 1-X8, forma formiato, malla 100-200). El
[*Hlinositol remanente y el [*Higlicerofosfoinositol formado fueron eluidos con 10
ml de agua y 10 ml de una solucion 60 mM de formiato de amonio/5 mM de

tetraborato de sodio, respectivamente. Los fosfatos de [*Hlinositol ([*H]IP;,

[*H]IP, y [°H]IP3) fueron eluidos de manera conjunta con 10 ml de una solucion
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conteniendo 800 mM de formiato de amonio/100 mM de &cido férmico,

determinandose su produccion por centelieometria en la fase liquida.
4.4 Determinacion de la concentracion intracelular de Ca**

La determinacién de Ca®" intracelular se llevé a cabo en suspensiones de
las células U373 MG de acuerdo a la técnica descrita en un articulo previo por
Soria-Jasso y Arias-Montafio (1996). Brevemente, se utilizaron células
cultivadas en botellas de material plastico. Una vez alcanzada la confluencia, la
monocapa celular fue lavada con 10 ml de solucién salina amortiguada con
fosfatos (PBS) sin Ca®* ni Mg®* conteniendo EDTA (0.6 mM), y sometidas a la
accion de 4 ml de tripsina/EDTA (500-750 unidades BAEE mi™'/0.6 mM) durante
2-3 min. La accién de la tripsina fue detenida al adicionar 5 ml de medio de
cultivo. La suspension de células asi obtenida fue centrifugada a 90 x g por 5
min, y las células se resuspendieron en 5 ml de solucién amortiguadora Krebs-
HEPES conteniendo el indicador fluorescente fura 2-AM (2 uM) y albimina
bovina (5 mg.ml"). Después de 30 min de incubacion a 37°C el fura 2-AM no

captado se elimind por centrifugacion (90 x g, 5 min).

Alicuotas de la suspensidon celular fueron colocadas en la celda de un
fluorometro Perkin Elmer (LB-50) y sometidas a excitacion en dos longitudes de
onda (340 y 380 nM), determinandc el cociente de la emisidn a 510 nM. Para
cada muestra, se obtuvieron los parametros Rpax ¥ Rmn, donde Rpmay
corresponde a la fluorescencia obtenida al lisar las células con Tritdn X-100 (1%)
y Rmin @ la fluorescencia remanente después de la adicion de EGTA (5 mM). La
concentracién de Ca®" intracelular fue calculada de acuerdo a la ecuacién

descrita por Grynkiewicz y cols. (1985):

[R - Rm|n ] leZ ]

[Ca®]= [Kp]
(Rmax - R] [Spz ]
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donde R es el cociente de fluorescencia (F1/Fy), Sp y Spz corresponden al
colorante no unido y unido a Ca®* respectivamente, y Kp es la constante de
disociacién del Fura 2-AM para iones Ca®* (224 nM).

4.5 Determinacién de la incorporacion de f°Htimidina

Las células U373 MG se cultivan en cajas multipozos. Después de 24
horas el medio se substituye por una mezcla DMEM/F-12 sin suero y la
incubacion se continlia por 48 horas. Después de este periodo se adiciond la
histamina durante 24 horas. Durante las tltimas 4 horas de este lapso se
adiciond [°Hltimidina (1 uCi/pozo). Posteriormente se retird el medio de cultivo y
las células se lavaron con solucion Krebs-Henseleit antes de adicionar 0.8 ml de
acido tricloroacético (5%). Después de 20 min se lavaron los pozos con etanol 2
veces y se adicionaron 0.4 ml de NaOH 0.1 M, dejando reposar por 12 horas. La
solucién de NaOH se neutralizd con un volumen equivalente de HCI (0.1 M) para
ser posteriormente depositada en viales de plastico a los que se agrego liquido

de centelleo para determinar la incorporacion de [*Hitimidina al DNA celular.
4.6 Analisis de resultados

Todos los datos se expresan como la media + el error estandar (S.E.M.)
correspondiente. Las curvas de concentracion-respuesta fueron ajustadas a una
ecuacion logistica (Hill) mediante regresion no lineal utilizando el programa
Prism (GraphPad Software, San Diego, CA).

4.7 Materiales

La [*Hjtimidina (actividad especifica, 86 Ci.mmol™), el mio[°HJinositol
(17.2 Cimmol™") y el fura 2-AM fueron adquiridos de Sigma {St. Louis, MO,

USA). Los farmacos mepiramina (maleato de pirilamina), diclorhidrato de
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histamina, clorhidrato de ranitidina, maleato de-tioperamida, estaurosporina, H-7
y el TPA (12-tetradecanoil-13-acetato de forbol) fueron comprados a Research
Biochemicals International {Natick, MA, USA). El TPA y la estaurosporina fueron
disueltos en etancol mientras que las demas substancias fueron disueltas en
agua.
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5. RESULTADOS

5.1 Unién de [*H]mepiramina a las membranas de las células U373 MG
L

La figura 1 muestra un experimento representativo de la unién saturante
de la [*H]mepiramina a las membranas de las células U373 MG. La constante de
disociacidn (Ky) obtenida por regresion no lineal correspondié a 0.61 + 0.10 nM
con una densidad de receptores (Bnax) de 180 = 6 fmoles por mg de proteina

(medias + SEM de los valores obtenidos en tres experimentos con diferentes

preparaciones membranales).

5.2 Formacién de fosfatos de fHjinositol (FHJIPs) en las células U373 MG

En presencia de LiCl (20 mM) y después de una incubacion de 30 min la

acumulacion basal de [PH]IPs fue 380 + 20 dpm (n = 4). Como puede apreciarse
en la figura 2, donde los valores representan las medias + S EM. (n = 4), la
histamina estimulé la formacién de [*H]IPs de manera dependiente de la
concentracion. La formacion maxima en presencia del agonista correspondio a
495 + 12% de la basal con una concentracion efectiva media (ECso) de 2.8 + 0.4
puM y un coeficiente de Hill (ny) de 1.3 £ 0.2, no estadisticamente diferente de la

unidad (P > 0.05, prueba t de Student).

En la misma figura 2 puede apreciarse que el efecto de 100 uM de
histamina (483 £ 26%) fue revertido en presencia de un antagonista selectivo Hy,
mepiramina (1 pM), misma que redujo la formacion de [*H]IPs a un valor no

estadisticamente diferente de la basal (105 + 6%; inhibicidon del 98 £ 1%).
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Fig. 1. Unién de [’H)mepiramina. Alicuotas de membranas de las células U373
MG fueron incubadas por 60 min a 37°C con diferentes concentraciones de
3H]mepiramina. La union especifica se determiné substrayendo de la union total la
union en presencia de 1 pM de mepiramina no marcada. Los valores son el

promedio de duplicados de un experimento representativo de tres realizados con

similar resultado. La linea es el ajuste a una hiperbdla obtenido por regresion no’

lineal. Los valores de unidn maxima y la constante de afinidad se proporcionan en

el texto.
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Fig. 2. Curva concentracion-respuesta de la formacién de fosfatos de
[*Hlinositol inducida por histamina. Las células fueron marcadas con [*H]inositol
e incubadas con histamina (30 min, 37°C) en solucidon Krebs-Henseleit
conteniendo LiCl (20 mM) como se describe en Métodos. La formacion de los
fosfatos de [*HJinositol se expresa como porcentaje de la basal. Los valores de ia
grafica corresponden a las medias + S.E.M. de los datos de 4 experimentos. La
linea es el ajuste a una ecuacién logistica (Hill) obtenido por regresion no lineal.
Los valores obtenidos para el efecto maximo, la concentracion efectiva media

(ECs0) v el coeficiente de Hill (ny) se indican en el texto.
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5.3 Movilizacién de Ca** por histamina en las células U373 MG

La figura 3 muestra el efecto de ia histamina sobre la concentracion
intracelular de Ca** ([Ca®']). Puede advertirse que la histamina, a una
concentracion de 100 uM, produce un aumento importante en la [Ca®'], la cual
alcanza un valor promedio al pico de 462 + 21 nM (n = 8 determinaciones),
siendo el valor basal de 118 + 6 nM. Después de un descenso rapido de la
[Caz”]i) se observa una fase de meseta, que en experimentos previos del
taboratorio (Soria-Jasso y Arias-Montafio, 1996) se ha demostrado que es
debida a la entrada de iones de Ca®" del medio extracelular, proceso conocido
como entrada capacitativa. La figura 3 muestra también que en presencia dei‘

antagonista Hy, mepiramina (1 uM), no se produce el efecto de la histamina
sobre la [Ca®");

5.4 Efecto de la histamina sobre la incorporacién de [*Hjtimidina en Ias
células U373 MG

La incorporacién basal de ["Hitimidina, determinada en 31 experimentos
fue de 107 240 + 8249 dpm por pozo (lo que equivale a 107 240 + 9249 dpm por

mg de proteina).

La adicion de histamina (100 uM) durante 24 horas produjo un aumento
significativo en la incorporacién de [*H]timidina llevandola a 164 + 5% de la basal
(n = 31 determinaciones). El analisis del patron temporal del efecto de la
histamina sobre la incorporacion de [PHitimidina (figura 4) mostrd que se
requiren incubaciones mayores a 12 h para la expresion del efecto. En
consecuencia, en la mayoria de los experimentos la incubaciéon con histamina
fue por 24 h.
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Fig. 3. Cambios en la concentracion intracelular de calcio ([Ca*1i) inducidos
por histamina. Las células fueron suspendidas en solucién Krebs-Henseleit e
incubadas con el indicador fluorescente fura 2-AM a fin de determinar la [Ca®")i
como se describe en Métodos. Se muestra un trazo representativo de 6

determinaciones con 100 uM de histamina en presencia y ausencia de un

antagonista H,, mepiramina (1 uM).
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Fig. 4. Curso temporal del efecto de la histamina sobre la incorporacién de
(P*Hitimidina. Las células U373 MG fueron incubadas con histamina (100 gM)
durante 24 h y la [PHltimidina se adiciond durante las dltimas 4 h. La
incorporacion de [*H]timidina se expresa como un porcentaje de la incorporacién
basal (en ausencia de histamina). LLos valores corresponden a las medias +
S.E.M. de determinaciones por cuadruplicado de un experimento representativo
de 3 realizados con resultados semejantes. ° Significativamente diferente de la

basal (P < 0.05, analisis de varianza de una via y prueba post hoc de Dunnett).
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La accion de la histamina sobre la incorporacidn de [*Hltimidina dependio
de la concentracion del agonista como se observa en la figura 5, donde lefecto
se expresa como un porcentaje de la incorporacion de [*Hitimidina producida por
100 uM de histamina en cada experimento. La concentracion efectiva media

(ECsp) fue de 3.4 £ 1.0 uM con un coeficiente de Hill (ny) de 1.0 £ 0.2.

En acuerdo con los datos mostrados antes para la formacion de fosfatos
de [*Hlinositol y para el aumento en la concentracion intracelular de Ca®",
inducida por histamina, efectos ambos mediados por receptores H,, la
incorporacion de [°H]timidina inducida por 100 uM de histamina fue
completamente blogueada por un antagonista selectivo Hq, la mepiramina (figura
8), a una éoncentracién de 1 uM. En contraste, los antagonistas selectivos Hy

(ranitidina, 10 puM) y H3 (tioperamida, 1 uM) no tuvieron efecto significativo.

5.5 Efecto de activadores e inhibidores He fa PKC sobre la incorporacién
de /’H ftimidina estimulada por la histamina sobre en las células U373 MG

El farmaco 12-tetradecancil-13-acetato de forbol (TPA), un activador
directo de la PKC, estimuld también la incorporacion de [*Hjtimidina en las
celulas U373 MG (figura 7).

La adicion simultanea de TPA (100 nM) y de histamina (100 uM) aumentd
la captura de [*Hjtimidina con un valor de 254 + 10% de la basal (91 + 7% del
efecto de TPA solo) estadisticamente diferentes de los esperados para un efecto

aditivo (valor tedrico para aditividad, 325 + 10% de la basal).
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Fig. 5. Curva concentracién-respuesta de la incorporacion de [°H]timidina
inducida por histamina. La histamina estuvo presente durante 24 horas y la
[3H]timidina se adiciono durante las ultimas 4 h de incubacion. La incorporacion
de [*H]timidina se expresa como un porcentaje de la respuesta obtenida en cada
experimento con 100 pM de histamina. Los valores corresponden a las medias +
S.E.M. de los datos combinados de 4 experimentos con 4 determinaciones para
cada condicion. La linea es el ajuste a una ecuacion logistica (Hill) obtenido por
regresion no lineal. Los valores obtenidos para la concentracion efectiva media

(ECsp) v el coeficiente de Hill (n4) se indican en el texto.
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Fig. 6. Antagonismo de la incorporacion de [*H]timidina inducida por
histamina. El agonista (histamina) estuvo presente durante 24 horas y la
[*H]timidina se adiciono durante las ultimas 4 h de incubacion. Los antagonistas
se adicionaron 30 min antes que la histamina.‘ La incorporaciéon de [3H]timidina
se expresa como un porcentaje de la incorporaciéon basal. Los valores
corresponden a las medias + S.E.M. de los datos combinados de 3 experimentos

con 6 determinaciones para cada condicion. ?Sin diferencia estadistica respecto

~a la basal; Psin diferencia estadistica respecto al efecto de la histamina sola;

analisis de varianza de una via y prueba post hoc de Student-Newman-Keuls.

mepir, mepyramina; ranit ranitidina; tioper, tioperamida.
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Fig. 7. Efecto del TPA en la incorporacién de [°*H]timidina. El TrPA (100 nM),
la histamina (100 pM) o la combinacion de TPA + histamina estuvieron
presentes por 24 h y la [°Hjtimidina se adiciond durante las Gltimas 4 h. La
incorporacion de [3H]timidina se expresa como un porcentaje de la incorporacion
basal. Los valores corresponden a las medias + S.E.M. de los datos combinados
de 3 experimentos con 6 determinaciones para cada condicion. ¢ Valores

significativamente diferentes de la basal (P < 0.05, analisis de varianza de una

via y prueba post hoc de Dunnett).
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A fin de estudiar con mayor detalle el posible papel de la PKC en el efecto
de la histamina, se utilizaron dos inhibidores, la estaurosporina y el farmaco H-7.
Sin embargo, ambos compuestos mostraron un importante efecto inhibidor sobre
la incorporacién basal de [°Hltimidina, disminuyendo la misma a 19 + 6% {10 uM
H-7, n=3) y a 13 + 4% de la basal (10 nM estaurosporina, n = 4), ademas de
prevenir cualquier efecto de la histamina (figura 8). Los efectos de los inhibidores
de la PKC sobre la incorporacion de [°HJtimidina no se debieron a lesion o
muerte celular, ya que la viabilidad celular, evaluada por la exclusién del
colorante azul de tripano, no fue afectada por los antagonistas a las

concentraciones utilizadas (10 uM para el H-7 y 10 nM para la estaurosporina).
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6. DISCUSION

Ademas de estar presentes en las neuronas, los receptores para
histamina del tipo H; se encuentran también localizados en células gliales, en
particular en los astrocitos (Inagaki et al., 1989, 1991; Kondu et al., 1991; Inagaki
and Wada, 1994). Las céluta U373 MG, pertenecientes a una linea derivada de
un astrocitoma humano, muestran caracteristicas que confirman su procedencia

glial. Entre estas caracteristicas se encuentran las siguientes:

1. Una morfologia semejante a la descrita para los astrocitos tipo Ii, con
apariencia estrellada.

2. Presentan inmunorreactividad positiva para la proteina fibrilar acidica ghal,
determinada con microscopia confocal de fluorescencia (L.E. Soria-Jasso y

J.A. Arias-Montano, datos no publicados).

3. Poseen un sistema de captura del neurotransmisor inhibidor GABA (acido y-

aminobutirico) que depende de la presencia en el medio exiracelular de iones

de sodio y cloruro (E. Sanchez Lemus, tesis de licenciatura en proceso).

Las células U373 MG, parecen constituir en consecuencia un buen
modelo para estudiar células astrociticas, y en particular el efecto de la

activacion de receptores para histamina sobre la funcion celular.

Los resultados de la presente tesis muestran que en 1a linea celular U373
M@, derivada de un astrocitoma humano, la histamina induce proliferacion,
evaluada por la incorporaciéon de [*H]timidina al DNA celular, al activar
receptores para histamina pertenecientes al tipo H;. Los datos obtenidos

sugieren también que el efecto mitogénico de la histamina se debe a Ia
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activacion de la PKC, inducida por ia hidrélisis de fosfoinositidos yio la
movilizacién de iones de Ca?* de depésitos intracelulares.
~

6.1 Caracteristicas de los receptores H; presentes en las células U373 MG

En las celulas U373 MG se determind la presencia de receptores Hy cuya
afinidad por el radioligando [SH]mepiramina (Kg 0.61 £ 0.10 nM) es muy similar a
la reportada para los receptores presentes en diversos tejidos cerebrales de
varias especies {ver Hill, 19980). La densidad determinada en este estudio
correspondié a 180 fmoles de receptor por mg de proteina, mayor que la

densidad promedio reportada para diversos regiones del Sistema Nervioso
Central, 100 fmoles por mg de proteina (Hill, 1990).

Ademas, nuestros resultados mostraron que los receptores Hq detectados
son funcionales, ya que su activacion por la histamina indujo la formacion de
fosfatos de inositol (Fig. 2) y la movilizacién' de iones de Ca®" de depdsitos
intracelulares (Fig. 3). indicando la formacion del segundo mensajero 1P {(ver
también Soria-Jasso y Arias-Montafio, 1996).

6.2 Histamina y proliferacion de células gliales

Los astrocitos se encuentran involucrados en diversas funciones del SNC
de los mamiferos tales como terminar el efecto de neurotransmisores
excitadores e inhibidores como el acido glutamico y el GABA respectivamente,
amortiguar los cambios de la concentracion extracelular del ion K debidos a la
actividad sinaptica y proveer, mediante la glicogendlisis, sustratos energéticos
para el metabolismo neuronal (Barres, 1991; Attwell and Mobbs, 1994). Ademas,
los astrocitos poseen receptores para diversos neurotransmisores (Murphy and
Pearce, 1987; Barres, 1991), lo que ha llevado a postular un papel mas activo de

los astrocitos en la funcion del SNC.
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En particular, 1a lesién del tejido cerebral de cualquier etiologia induce
gliosis reactiva, caracterizada por hiperplasia e hipertrofia glial, asi como por la
presencia de abundantes astrocitos reactivos iNorton et al., 1992; Amat et al,,
1996). Aunque originalmente se aceptdé que la mayoria de los astrocitos
reactivos no eran generados por division celular (Norton et al., 1992), datos
recientes indican que la mayoria de los astrocitos en proliferacion derivan de
astrocitos pre-existentes, indicando un proceso activo de replicacién celular
(Amat et al., 1996). En linea con esto, se ha demostrado la proliferacion de los
astrocitos en ratas y ratones adultos (Korr, 1986).

Los factores de crecimiento se encuentran involucrados en la regulacion
tanto de la divisién celular normal como en la generacion de tumores. Ciertos
receptores acoplados a proteinas G (bombesina, bradicina, angiotensina Il y
endoteiina-) pueden actuar como factores de crecimiento al estimular a la PKC,
aﬂ través de la produccion de los segundos mensajeros trifosfato de inositol (IP3 )
y el diacilglicerol o DAG (Berridge, 1993; Boarder, 1994). La PKC podria
entonces fosforilar y activar a la proteina Raf-1 que a su vez activa a una
cascada de cinasas, siendo el resultado final la fosforilacion y activacién de

factores de transcripcion y la activacion de ciertos genes (Egan and Weinberg,
1993).

Ademas existen reportes que indican gque la actividad de la enzima
descarboxilasa de histidina, responsable de la formacién de la histamina a partir
del aminoacido histidina, se encuentra aumentada en los tejidos que
experimentan crecimiento acelerado o reparacion tisular (Watanabe et al., 1981;
Bartholeyns and Fozard, 1985). Asi, la histamina podria actuar también comeo
factor de crecimiento al activar receptores acoplados a la formacion de IP; y
DAG y de esta manera activando a la PKC.
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Nuestros experimentos mostraron que en las células U373 MG la
histamina estimulé la proliferacién, tomando como indice la incorporacion de
[PH]timidina al DNA celular. La proliferacion celular conlleva el paso de un
estado de no division (fase Go del ciclo) a un estado caracterizado por la
replicacion del DNA (fase G1/S; Berridge, 1993). la incarporacién de
[PHitimidina al DNA ocurre durante la replicacion del mismo y puede asi

considerarse como un indice de {a proliferacion celular.

La adicion de histamina (100 uM) durante 24 horas produjo un aumento
significativo en la incorporacién de [*Hitimidina llevandola a 164 + 5% de la basal
con una concentracion efectiva media (ECso) de 3.4 + 1.0 uM. Cabe destacar
que el efecto de la histamina requirid incubaciones mayores de 12 horas, como
se observa en la Fig. 4. Diversos estudios han mostrado que los efectos a largo
plazo del DAG, como la proliferacion y diferenciacion celulares, requieren de un
aumento sostenido en los niveles de DAG por al menos varias horas (Nishizuka,

1995), lo cual explicaria nuestros resultados.

La incorporacion de [*Hjtimidina inducida por la histamina fue
completamente bloqueada por un antagonista selectivo Hy, la mepiramina, como
puede apreciarse en la Fig. 5, pero no por antagonistas selectivos H, (ranitidina)
y Hs (tioperamida), lo que indica gue el efecto proliferativo de la histamina se
ejerce a través de la activacidn de receptores H,, cuya presencia habia sido
evidenciada por los experimentos con el antagonista H, [*H]mepiramina,

mostrando sitios de unidn con alta afinidad por el ligando.
6.3 Posibles mecanismos del efecto proliferativo de la histamina
Los astrocitos expresan niveles elevados de PKC (Bhat, 1995) vy los

datos experimentales obtenidos en el presente trabajo sugieren gue el efecto

estimulante de la histamina sobre la incorporacién de [3H]timidina en las células
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U373 MG podria deberse a la activacién de una o mas isoformas de la PKC por

accion del DAG, uno de los segundos mensajeros generados por la hidrélisis de

fosfoinositidos inducida por la activacion de receptores Hy:

1.

La activacion de los receptores H; estimula la hidrélisis del difosfato de
fosfatidil inositol (PIP, ) conduciendo a la produccién de IP; y DAG. Este
ultimo es conocido por su efecto estimulanie sobre ciertas isoformas de la
PKC (formas clasicas y nuevas), ya sea por st mismo ¢ bien en combinacién
con los iones de Ca®* liberados por la accién del IP; sobre los depositos
intracelulares (Mochly-Rosen y Kauvar, 1998). La concentracion efectiva
media (ECsg) de la histamina para estimular la incorporacion de [°H]timidina
fue de 3.4 + 1.0 uM, coincidiendo con la ECso determinada en este mismo
estudio para la acumulacién de fosfatos de [*HJinositol ([*H]IPs), misma que
correspondio a 2.8 = 0.4 uM, y con la ECsq reportada para la movilizacion de
calcio inducida por la histamina en las mismas celulas (1.86 y 4.6 uM; Young
et al., 1998a,b).

Un efecto estimulador sobre la proliferacion celular fue también observado
cuando las células fueron incubadas durante 24 horas con TPA, un farmaco
que activa directamente a la PKC actuando en el sitio de union a DAG
(Mochly-Rosen y Kauvar, 1998).

Finalmente, es interesante destacar que los efectos de la histamina y del
TPA sobre la incorporacidn de [PHitimidina no fueron aditivos, lo que sugiere
que ambas sustancias ejercen sus efectos a través de una via comin que

seria la activacion de la PKC.

Con el propdsito de estudiar con mayor detalle la funcion de ia PKC en el

efecto mitogénico de la histamina, se decidid estudiar el efecto de dos

inhibidores de la PKC, la estaurosporina y el farmaco H-7, que actiuan en los
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sitios catalitico y de unién al ATP, respectivamente (Mochly-Rosen and Kauvar,

1998), sobre la incorporacion de [PHltimidina inducida por la histamina.

Sin embargo, ambos compuestos ejercieron un muy importante efecto
inhibidor sobre la incorporacién basal de [°H]timidina, con inhibicién del 81 + 6%
con 10 uM de H-7 y de 87 £ 4% con 10 nM de estaurosporina. Estos datos
sugieren que la PKC tiene un papel muy importante en la proliferacion de las
celulas U373 MG incluso en ausencia de estimulos exdgenos, pero previnieron
el uso de dichos inhibidores como herramientas metodoldgicas para confirmar fa
funcién de la PKC en la sintesis de DNA inducida por histamina.

Cabe destacar que las conceniraciones de ambos inhibidores fueron
seleccionadas como cercanas a los valores de la concentracion media efectiva
(ICs0) reportados para la inhibicion in vitro de la PKC, y que corresponden a 9
uM para el H-7 y 9 nM para la estaurosporina de acuerdo a los reportes de

Nishikawa et al. (1986) y de Wilkinson y Hallam (1994).

Por otra parte, es posible sefialar que los efectos de los inhibidores de la
PKC sobre la incorporacion de [°H]timidina no se debieron a la lesién o muerte
celular inducidos por la estaurosporina o por el H-7, ya que la viabilidad celular,
evaluada por la exclusion del colorante azul de tripano, no fue afectada por los

antagonistas a las mismas concentraciones.

Existen estudios con resultados similares a los obtenidos en la presente
tesis. Por ejemplo, se ha demostrado que la histamina estimula el crecimiento /n
vitfro de células de gliomas humanos (Van der Ven et al, 1993), asi como la
incorporacion de [PHitimidina al DNA de astrocitos del cerebelo y de la corteza
frontal mantenidos en cultivo primario (Rodriguez et al., 1989; Guizzetti et al.,
1996: Guizzetti and Costa, 1996). En este Ultimo reporte, los autores del mismo

se refieren a datos no publicados de su laboratorio para indicar que la
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proliferacion de células de astrocitoma humano 1321N1 depende de la
activacién de la PKC.

6.4 PKC y proliferacién celular

¢ Coémo podria la activacién de la PKC inducida por la histamina y otros
factores de crecimiento, estimuiar la proliferacion celular? Existen evidencias de
que en diversos tipos celulares la hidrolisis de.fosfoinositidos, que conduce a la
formacion de los segundos mensajeros IP; y DAG, tiene un efecto mitogénico
contribuyendo a cambios en el metabolismo celular que culminan en la sintesis
de DNA en la transicion del ciclo celular de fa fase GO a GS/1 (Berridge, 1993).

Existen tres familias de isoformas de la PKC (Mochly-Rosen and Kauvar,
1998). La primer familia comprende las isoformas denominadas clasicas («, B, v)
que son activadas por iones de Ca2+ y DAG. Una segunda familia esta formada
por las isoformas nuevas (3, €, n, 0), caracterizadas por ser independientes de
los iones de Ca®* pero sensibles a DAG. La tercer familia corresponde a las
isoformas atipicas (£, 1 0 A, p), que no son activadas por DAG o ésteres de

forbol.

Una vez activada, la PKC fosforila a un gran nimero de proteinas
celulares incluyendo receptores de superficie, proteinas de membrana, canales
idnicos, proteinas nucleares y varios productos de proto-oncogenes, algunos de

los cuales siguen la ruta de sefalizadores nucleares.

Un proceso clave en la estimulacion de la proliferaciéon celular es la
activacion de factores de transcripcién gue controlan la expresiébn de genes

especificos, existiendo tres mecanismos generales (Bhat, 1995):

ESTA
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1) Activacion de cinasas que se translocan al nicleo donde actian sobre los

factores de transcripcion residentes modificando su unién al DNA.

2) Fosforilacion directa de un factor de transcripcion latente por receptores de
membrana con actividad de cinasa o bien por cinasa asociadas con la

subsecuente translocacion nuclear del factor.

3) Liberacién de factores de transcripcién unidos a proteinas (v. gr. por

desfosforilacion de la misma, ver mas adelante), permitiendo la translocacion
hacia el nicleo.

Cascada de las MAPK.

La PKC puede activar a la cascada de las cinasas denominadas
genéricamente MAPK (mitogen-activated protein kinases) que conforman un
mecanismo de sefializacion hacia el ndcleo en respuesta a estimulos
extracelulares. En particular la isoforma clasica o de la PKC fosforila y activa a la
proteina Raf -1 que a su vez activa a la via de las MAPK, resultando finalmente
en la fosforilacién y activacion de factores de transcripcién y de genes (Egan y
Weinberg, 1993; Nishizuka, 1995). La activacion de los factores de transcripcion

Jun/Fos y NF-xB parece deberse al efecto de la PKC sobre |a via de las MAPK.
Ofras vias de sefalizacion.

El aumento en la concentracion intracelular de iones de Ca*' inducido por
la histamina y otros transmisores acoplados a la formacion de {P3 por activacion
de la fosfolipasa C, puede coadyuvar a la activacion y expresion de genes
inducidos por la PKC. Los iones de Ca** activan a la fosfatasa calcineurina la
que desfosforila al factor NF-ATc, el que en el estado desfosforilado se trasloca

al nlcleo donde interactia con la subunidad nuclear de NF-AT activando a los
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factores de transcripcion Jun/Fos (Nishizuka, 1995). Asl, la via de sefalizacion
IPs/DAG puede tener efectos sinérgicos (por efecto de la PKC y de los iones de
Ca®) sobre la expresion de los mismos factores de transcripcion.

En diversas células la PKC y ofras cinasas reguladas por senales
extracelulares (Janus kinases o JNK vy signal transducers and activators of
tfranscription o STATs) parecen confluir sobre la via de sefalizaciéon de las
MAPK. Sin embargo, los mecanismos precisos son atn desconocidos
(Nishizuka, 1995).
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Consideraciones finales.

Como se sefald en la introduccion a esta tesis, |a proliferacion de células
gliales, en particular de los astrocitos, es un proceso que se observa en la
inflamacion y lesion del tejido cerebral. Se considera que este proceso,
denominado gliosis es inducido por diversos factores de crecimiento y citocinas

producidos por varias células, entre élias los propios astrocitos.

Los resultados de la presente tesis indican que la histamina podria ser
también un potente estimulo proliferactivo al activar a los receptores Hj
presentes en los astrocitos e inducir una cascada de sefializacion iniciada por la

hidrélisis de fosfoinositidos y que parece involucrar a la PKC.

Asi, los datos de este estudio permiten plantear ciertas posibilidades
interesantes. Por ejemplo, de nuestros resultados podria inferirse que los
farmacos que blogquean a los receptores H: y que atraviesan la barrera
hematoencefalica (difenhidramina, mepiramina, clorfeniramina) podrian ser Utiles
como ayudar a reducir la lesién celular que se produce en los procesos

traumaticos o isquémicos que afectan al SNC.

En la misma linea, seria también de interés determinar si los
antihistaminicos podrian ser de utilidad en la terapia de los tumores del SNC, en

particular de aquélios conformados por células de origen glial, como los gliomas.
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7. CONCLUSIONES

1. La linea celular U373 MG expresa receptores para histamina Hy con una alta
densidad y con una afinidad por mepiramina similar a la reportada para los

receptores presentes en diversos tejidos cerebrales.

2. Los receptores H, estan acoplados a la hidrélisis de fosfoinositidos y a la

movilizacion de iones de Ca®* a partir de depositos intracelulares.

3. La activation de los receptores H, estimula la incorporacion de [PHItimidina en

las células U373 MG, lo que indica un efecto mitogénico de la histamina en

dichas célutas de origen glial.

4. Aungue no de manera concluyente, nuestros resultados indican que el efecto
mitogénico de la histamina se debe a la activacion de la cinasa C de
proteina, inducida por la hidrolisis de fosfoinositidos y/o la movilizacion de

iones de Ca®" de depdsitos intracelulares.
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