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RESUMEN

La finalidad de este estudio fue determinar si la histamina regula la produccién, la actividad y la secrecién del
activador de plasminégeno tipo urocinasa (UPA) y colagenasa IV en las células hepdticas WRL-68, y con esto
inferir mecanismos moleculares que expliquen la funcién de la histamina en la fibrogénesis hepdtica. Los resultados
muestran que la histamina induce la actividad de ambas proteasas. Se observé que en las células WRL-68 se
incrementé la actividad de uPA (2 veces) con todas las concentraciones de histamina, mientras que la actividad
de la colagenasa IV solo se elevé con 75 nmM de histamina (p<0.05). La actividad de las proteasas no se
incrementé en el medio condicionado. En contraste, los niveles de las proteinas colagenasa IV y uPA fueron
marcadamente incrementados tanto en las células como en el medio condicionado. Estos resultados indican que
la histamina induce la produccién de proteasas funcionalmente activas en las células hepéaticas WRL-68. Ademas,
induce la secrecién de las proteasas al medio condicionado, pero esas proteinas no son activas. Esto sugiere que
la histamina media sus efectos por el receptor H1, debido a que solamente la pirilamina fue capaz de abrogar
el efecto anteriormente referido. Son necesarios estudios posteriores para comprender la funcién de la histamina
en la fibrogénesis.
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ABSTRACT

Possible contribution of histamine in the pathophysiology of hepatic fibrosis: modulation of proteolytic
activity. The aim of this study was to determine whether histamine modulates the production, activity and secretion
of urokinase type plasminogen activator and collagenase IV in hepatic cell line WRL-68. Our results show that histamine
induces the activity of both proteases. The activity of uPA was duplicated with all concentrations of histamine, whereas
the collagenase IV was increased only with 75 mM histamine in hepactic cell line WRL-68 (p<0.05). The activity of
proteases was not increased in conditioned media. In contrast, the levels of collagenase IV and uPA proteins were
markely increased in both cells and conditioned media. The present results indicate that histamine might induce the
production of proteases functionally active in WRL-68 cells. Histamine is able to induce the secretion of the proteases
to conditioned medium, but these proteins are not active. Our results suggest that histamine might mediate its effects
on liver cells through the H1 receptor pathway, because only pyrilamine prevented the effect of histamine. Further
studies are necessary to understand the rol of histamine in fibrogenesis.

Introduccion

Lafibrosishepéticaesel resultado de un desequilibrio
entre lasintesis, ladegradaciony el depésito de pro-
teinas de la matriz extracelular. Los cambios en la
composicién de la matriz extracelular son similares
en todas las formas de dafio hepético cronico, lo que
sugiere que el mecanismo genera de lafibrosis es el
mismo si el paciente tiene fibrosis alcohdlica, vira o
biliar [1-3]. Enlascélulas, lafibrogénesis seiniciapor
un dafio alos hepatocitos, que originael reclutamiento
de células inflamatorias, plaquetas, la activacion de
las células de Kupffer y delas células estrelladas, con
la subsiguiente liberacion de citoquinas y factores de
crecimiento [4, 5]. Detodaslas células del higado, las
células estrelladas hepéti cas desempefian unafuncion
central, debido aque se activan luego del dafio al higado.
La activacion de la célula estrellada es una respues-
ta caracterizada por distintos cambios morfol 6gicos
y funcionales relacionados con la proliferacion, la
contractilidad, la fibrogénesis, la secrecion de cito-
quinas y la degradacién de la matriz extracelular. La
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célula estrellada es €l blanco primario del estimulo
inflamatorio y, como consecuencia, sufre el proceso
de activacion durante la fibrogénesis [6, 7]. Los fac-
tores que controlan esta activacién son complejos 'y
multifactoriales;, sin embargo, las citoquinas y los
factores de crecimiento son importantes mediadores
gue parecen ser responsables de la activacion de la
célulaestrellada tanto in vitro como in vivo [8-10].
La histamina es un mediador quimico ubicuo en
tejidos y liquidos corporales, que puede funcionar
como un factor de crecimiento [11]. La interesante
observacién de que la sintesis de |a histamina puede
ser inducida en tejidos que sufren una répida pro-
liferacion o reparacion, sugiere que esta aminatiene
otras funciones adicionales alas yareportadas [12].
Hasta el momento se han encontrado 4 subtipos de
receptores para la histamina en humanos (H1, H2,
H3, H4). Estos pertenecen alafamiliade receptores
acoplados alas proteinas G [13-15]. Previamente se
ha sefialado que los receptores para histamina se
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expresan en multiples tipos de células normales y
tumorales, con el hallazgo adicional de que ellos
pueden activarse por mUltiples vias de sefializacion
y, por tanto, pueden desencadenar diversasfunciones
biolégicas[16, 17].

Lafibrosishepéticarepresentaunacompleareaccion
fisiopatoldgica en la cua participan todas las células
residentes del higado, mediante varios mecanismos de
transferencia de sefiales autocrinas, paractinas y yux-
tacrinas [18-22]. Estaafeccion se originano solamente
COMO una consecuencia de los cambios en la secrecion
de lamatriz sino de cambios en su degradacién, lo cual
significaque en laenfermedad hepética crénicahay una
pérdida del equilibrio funcional dindmico entre la
fibrogénesisy lafibrélisis. A pesar de que estareportado
gue la histamina no es causa de fibrosis[23], ungrupo
deevidencias, incluyendo las de este trabajo, muestran
la participacion de la histamina en la fisiologia de las
células hepéticasy en laproduccion defactorescausales
del dafio agudo y cronico del higado [24-26]. Por €llo,
no se descarta la posible contribucién de la histamina
en lafisiopatologia de lafibrosis hepédtica.

El activador de plasmindgeno tipo urocinasa (uPA,
por sus siglas en inglés) es una proteasa que encabeza
una cascada proteolitica implicada en la remodel acion
de lamatriz extracelular en condiciones fisioldgicas y
patolgicas[27, 28]. El activador de plasmindgeno tipo
urocinasa desempefia una funcion importante en la
fisiopatol ogiade laenfermedad hepéticacrénica. Varios
modelos invitro han mostrado lapresenciay actividad
del activador de plasmindgeno y de colagenasas en
células estrelladas y hepatocitos, durante el desarrollo
delafibrosishepética[29-31]. Puesto que hay reportes
gue sefidan un incremento en los niveles de histamina
hepéticay séricaen el dafio hepético agudo y crénico,
no se debe descartar |a posibilidad de una interaccién
histamina-proteasa en lafisiopatol ogiade laenfermedad
hepatica. Por lo tanto, el propdsito de este estudio fue
determinar si la histamina regula la produccion, la
actividad y la secrecion del activador de plasmindgeno
tipo urocinasa y la colagenasa tipo 1V en las células
hepéaticas WRL-68.

Material y métodos

Linea celular y condiciones de cultivo

Las células WRL-68 son una linea celular de tejido
hepatico normal humano (ATCC, CL-48). Para €l

estudio, estas células se sembraron y mantuvieron en
cultivo con medio minimo esencial (Gibco BRL), 4niV

de glutamina, 1% de aminoécidos esenciales (Gibco
BRL), 10% de suero fetal de bovino y 100 ng/mL
de ampicillina. Se cultivaron 10° células en un frasco
de cultivo de 75 cm?® y se mantuvieron a 37 °C durante
24 horas, bajo una atmoésfera de 5% CO, y humedad.
L os subcultivos se realizaron con solucion de tripsina-
EDTA (N,N,-di-ethyldithiocarbamic acid sodium).

Tratamientos farmacolégicos

Para el tratamiento con histamina, se sembraron
4 x 10° células en placas de cultivo de 100 mm, auna
confluencia del 50%. Después de 24 horas, se dese-
chd el medio, las células selavaron dos veces con PBS,
eincubaron con los diferentes tratamientos en un me-
dio minimo esencial con 10 ng/mL de transferrina,
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L -glutamina, amino&cidos no esencialesy antibioticos.
Se incluyeron los siguientes grupos de tratamiento:
a) Control (sin tratamiento); b) Histamina (10, 50, 75
y 100 mM); c) Pirilamina (1 nmM); d) Cimetidina
(1 mM); e) Histamina (75 mM) + Pirilamina (1 mM),
y f) Histamina (75 nM) + Cimetidina (1 mM). Los
grupos pirilaminay cimetidina (H. y H,antagonistas,
respectivamente) seincluyeron paraidentificar el tipo
de receptor involucrado. Se eligi6 la concentracion de
pirilamina (1 mM) y cimetidina (1 M) para tener
comparacién con estudios previos. Después de 24 ho-
ras, las células'y el medio condicionado se colectaron
y congelaron a-20 °C, hasta su uso.

Andlisis de la actividad proteolitica

Se rediz6 un andlisis zimogréfico en geles de polia-
crilamina-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), para
cuantificar laactividad de lauPA y delacolagenasatipo
IV, como fue descritopreviamente por Miskin y Soreq
[31]. Las muestras del medio y las células de los
extractos celulares (20 ny de proteina) se sometierona
una electroforesis a través de geles de poliacrilamina
dodecilsulfato de sodio que contenian plasminégeno o
gelatina, como sustratos para UPA 'y colagenasa 1V,
respectivamente. Después de la separacion elec-
troforética, se lavaron los geles con 2.5% de tritén X-
100 para remover el dodecilsulfato de sodio. Poste
riormente seincubaron por 3 horasa 37 °C parapermitir
que se desarrollarala protedlisis, y después se tifieron
con azul de Coomassie (R-250; BioRad). La actividad
delauPA y delacolagenasalV se visudiz6 como bandas
claras; en ella se degradé e plasmindgenoy lagelatina
La comparacion con patrones de peso molecular
permitio corroborar que las bandas claras aparecen a
la atura o talla esperada para las proteinas. No se
detectaron bandas en los geles controles corridos en
ausencia de plasmindgeno y gelatina. Para € andlisis
semicuantitativo, se digitalizaron las imagenes y;
posteriormente, se analizaron las bandas mediante
densitometria. Las diferencias entre las bandas se
cuantificaron por medio de un analizador de imagenes
(Quantity One, BioRad).

Inmunoensayos

La evaluacién de la cantidad total de proteina cola
genasa |V y de uPA se realizd mediante ensayos
inmunoenzimaticos con el gemplo de anticuerpos
monoclonales contra UPA y colagenasa IV (ELISA-
direct enzyme-linked inmunosorbent assay) [32].
Estos anticuerpos se obtuvieron mediante esquemas
de inmunizacion en congjos (Nueva Zelandia). La
cuantificacion se llevo a cabo tanto en los extractos
celulares como en los medios de cultivo condicionados
de cadauno delostratamientos. Los ensayos se reali-
zaron en placas de 96 pozos para inmunoensayos
por el método de competencia directa para detectar
antigenos solubles. Se incubaron 0.2 ngy de antigeno
diluidos en un amortiguador de carbonatos durante
2 horas a 37 °C. Posteriormente, se bloquearon los
sitios de union inespecificos con abumina sérica
bovinadiluidaen PBSy seincubaron durante todala
noche a4 °C. Para el ensayo se utilizaron 100 ng de
proteinas totales de cada una de las muestras que se
debian estudiar, y se mezclaron con los sueros anti-
colagenasa |V y anti-uPA. Junto con cada ensayo se
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prepar0 una curva estandar de competicion, me
diante diluciones seriadas de antigeno en solucién
blogueadora, mas su respectivo anticuerpo (suero),
previamente mezclados e incubados durante 30 minu-
tosatemperaturaambiente. Estase utiliz6 como curva
patron. Una vez preparadas las muestras y la curva
patron, se procedio acolocar alicuotasen laplacacon
el antigeno fijado anteriormentey seincubd a 37 °C
durante 2 horas. Finalmente, se agregd el sustrato
cromoégeno vy, después de 10 minutos, se detuvo la
reaccion por laadicion de HCI 6 N. Ladensidad dptica
se midi6 en un lector de placas (Dynatech Micro
ELISA Reader) aunalongitud de onda de 492 nm.

Analisis estadistico

Todos los valores se expresaron como el promedio
+ EEM de los vaores obtenidos en 5 experimentos
conducidos por duplicado. El andlisis estadistico sehizo
mediante la prueba de Fisher, y los valores de p<0.05
se consideraron significativos.

Resultados

Actividad de la colagenasa IV en las células
WRL-68 hepdticas y los medios condicionados

La actividad proteolitica mediada por colagenasa IV
se detect6 al demostrarse la presencia de bandas de
degradacion de 72 kDaen los zimogramas (Figura 1a).
L os resultados mostraron la presencia de la actividad
proteolitica mediada por colagenasa IV solamente en
las células que recibieron histaminaauna concentracion
de 75 mM (2.5 veces del control), p<0.05 (Figura 2).
Se incluyeron grupos de pirilamina 'y de cimetidina
(antagonistas H1 y H2, respectivamente) para iden-
tificar el receptor de histamina involucrado, como se
indicé en la seccién de los materiales y métodos. La
actividad proteolitica de la colagenasa seinhibi6 en e
100% de las células que se trataron simultaneamente
con histamina (75 M) y pirilamida (1 M), p<0.05;
esdecir, lapirilaminainhibié completamente el efecto
delahistamina. En cambio, las células que se trataron
con histaminay cimetidina no mostraron cambios en
la actividad proteolitica.

Por otro lado, en los medios condiciones se encontré
un patrén de actividad proteolitica de colagenasa
similar alos extractos celulares, es decir, hubo un in-
cremento importante en la actividad con histamina

Histamina

I e

10mM 50mM 75

Control

72 kDa
Colagenasa IV

~— 53 kDa
uPA

Figura 1. Efecto de la histamina sobre la actividad proteolitica de
colagenasa IV y uPA en células WRL-68. La actividad proteolitica
mediada por colagenasa IV y uPA se demostrd por la presencia de
bandas claras en los ensayos zimogréficos de extractos celulares
(20 mg de proteina). (a) Actividad de colagenasa IV sobre geles
de gelatina, PM de 72 kDa. (b) Actividad de uPA sobre geles con
plasminégeno, PM de 53 kDa.
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Figura 2. Efecto de la histamina sobre la actividad de la colagenasa IV. Las células se trataron con
diferentes concentraciones de histamina durante 24 h; 1 mM de pirilamina (P) o 1 nM de cimetidina (C),
antagonistas H1 y H2 respectivamente, se adicionaron simultGneamente con 75 mM de histamina (H) y
solos. Muestras de 20 mg de proteina se sometieron a una electroforesis y se analizaron por zimografia.
La densidad de las bandas correspondientes se determiné por un programa para imagenes, y los
resultados fueron expresados como porcentaje del control. Las barras con diferente simbolo son
significativamente diferentes comparadas con el grupo control (*p<0.05) o con 75 MM de histamina

(# p<0.05).

75 mM (4 veces del control) y en mucho menor
extension, con histamina 100 M, p<0.05 (Figura 2).
En relacién con e efecto de los antagonistas, la ac-
tividad proteolitica de los medios condicionados
provenientes de las células tratadas con pirilamina
1 M més histamina 75 M, (p<0.05), pero no con
cimetidina se inhibié 100%.

Actividad de uPA en las células hepdaticas
WRL-68 y los medios condicionados

La actividad proteolitica mediada por uPA se detectd
en todos los grupos de células, a demostrarse la pre-
sencia de bandas en los zimogramas. La protedlisis
dependio6 del plasminégeno al someter la misma
muestra sobre geles sin plasmindgeno. Lapresenciade
una banda de actividad a 53 kDa relacionada con uPA

coincidié conlosreportespreviosen laliteratura[22].
Estos resultados mostraron la presencia de actividad
proteolitica mediada por uPA en células tratadas con
todas las concentraciones de histamina. La expresion
mostré ser mayor que aquella de la actividad de
colagenasa (Figura 1b). El incremento fue de més del

100% delos niveles encontrados en las células control,
p<0.05 (Figura 3). La pirilamina bloqued completa
mente (100%) € efecto delahistaminasobrelaactividad
delauPA, p<0.05, mientras que lacimetidina (1 mvl)
no produjo ningdn efecto. Tanto la pirilaminacomo la
cimetidina tienden a incrementar, por si mismas, la
actividad delauPA enlascéulas, pero esteincremento
no fue estadisticamente significativo.

En contraste con los resultados en |os extractos
celulares, en los medios condicionados se observo que
solamente hubo incremento de la actividad de la uPA
(1.2 veces), con laconcentracion de 75nmM de histami-
na, p<0.05 (Figura 3). En relacion con e efecto delos
antagonistas, hubo una reduccion del 100% de la
actividad proteolitica en los medios condicionados de
las células tratadas con pirilamina 1 mM e histamina
75 M, p<0.05.

Biotecnologia Aplicada 2005; Vol.22, No.3

24. Wojtecka-Lukasik E, Maslinski S. Is
histamine involved in ethanol-induced
inflammation Agents Actions 1998;23:
321-3.

25. Kurihara H, Fukami H, Asami S,
Shibata H, Kiso Y, Tanaka T, Yao XS.
Influence of histamine in a liver injury
model induced by propionibacterium
acnes and lipopolysaccharide. Biol Pharm
Bull 2003;26(10):1393-7.

26.Umezu K, Yuasa S, Sudoh A. Change
of hepatic histamine content during he-
paticfibrosis. Biochem Pharmacol 1998;
1:2007-11.

27. Castellino FJ, Ploplis VA. Structure and
function of the plasminogen/plasmin
system. Thromb Haemost 2005;93(4):
657-54.

28. Montuori N, Carriero MV, Salzano S,
Rossi G, Ragno P. The cleavage of the
urokinase receptor regulates its multiple
functions. J Biol Chem 2002;277(49);
46932-9.

29.Wang XB, Liu P, Tang ZP, Lu X, Liu CH,
Hu YY et al. [The role of changes of MMP-
2, 9 activity in the development of liver
fibrosis in rats]. Zhonghua Gan Zang Bing
Za Zhi 2004;12(5):267-70.

30. Knittel T, Fellmar P, Ramadori G. Gene
expression and regulation of plasminogen
activator inhibitor type | in hepatic stellate
cells of rat liver. Gastroenterology 1996;
111:745-54.

31. Miskin R, Soreq H. Sensitive auto-
radiographic quantitation of electro-
phoretically separed proteases. Anal
Biochem 1981;118:252-8.

32. Coligan JE. Current Protocols in Im-
munology. Publicado por John Eiley &
Sons,Inc;Vol. 1.p. 2.1.2-2.1.20.



Lourdes Rodriguez-Fragoso y cols.

Histamina y la actividad proteolitica en el higado

Inmunoensayos de colagenasa IV en células
hepdticas y medios condicionados

El inmunoensayo muestra que lahistaminaincrementd
la cantidad de colagenasa |V con todas las concentra-
ciones empleadas, tanto en las célul as hepéticas como
en el medio condicionado. Losnivelesde colagenasaen
los extractos cel ulares estuvieron incrementados entre
3.5y 4 veceslosvaoresde las células control, p<0.05.
Los niveles més altos se observaron también con con-
centraciones de 75 mM de histamina. La cantidad de
proteinaen e medio condicionado aumentd entre 2.5y
3.8 veces, comparado con las células control, p< 0.05
(Figura4). En relacion con € efecto de los antagonis-
tas, la pirilamina inhibi6 solo €l 50% del efecto de la
histamina en los extractos celulares, pero en el medio
condicionado inhibi6 el 100%, p<0.05. Este efecto no
se observo con la cimetidina.

Inmunoensayos de uPA en las células
hepdticas y los medios condicionados

L osresultados muestran unacantidad de proteinauPA
en las células hepéticas WRL-68 diferente que en los
medios condicionados. Los niveles de uPA en los ex-
tractos celularesestuvieron incrementados con todas
las concentraciones de histamina empleadas (4.2 ve-
ces ddl control). La cantidad de proteina en € medio
condicionado se elevé por encima de 4 veces, p<0.05
(Figura 5). Los niveles més altos fueron con concen-
traciones de 75nmM dehistamina (12 veces). Enrelacion
con € efecto de los antagonistas, se observé que la
pirilamina inhibié6 completamente (100%) el efecto
inducido por lahistaminatanto enlosextractoscelulares
como en el medio condi-cionado, p<0.05. Este efecto
no se observo con lacimetiding, yaque a igua queen
la actividad proteolitica de la uPA, tanto la pirilamina
como lacimetidinatienden aincrementar lacantidad de
proteina de uPA por si mismas, p<0.05.
Esimportante sefialar que, aunque los nivelesdela
proteina uPA y de la colagenasa IV fueron marca-
damente incrementados en los extractosy en € medio
condicionado de las células hepéticas WRL-68, esta
proteina no fue activa, como se demostro en los ensa
yos zimogréficos.
Discusion
Durante la enfermedad hepética crénica ocurre una
pérdida de los mecanismos homeostéticos que con-
trolan no solo la produccién ye depésito delamatriz
(fibrogénesis), sino también su degradacion y remocion
(fibrolisis) [33]. La fibrosis hepética representa una
complejareaccion fisiopatol 6gicaen lacual participan
las células parenquimatosas ylasno parenqui matosas,
las célulasinflamatorias, |os componentes de lamatriz
extracelular y varios mecanismos de transferencia de
sefiales autocrinos, paracrinosy yuxt acrinos|34-36].
Uno de los problemas actuales en e campo de la
hepatologia es elucidar 10os mecanismos moleculares
involucrados en la fibrosis hepética. Por o tanto, fue
de interés para este grupo estudiar la funcion de la
hi stamina en lamodul acion de la produccién, secrecidn
y actividad de la colagenasa tipo IV y la uPA en la
linea celular hepatica WRL-68 de tejido hepético
normal humano, la cua expresa algunas de las pro-
piedades funcionales semejantes al hepatocito en
condicionesin vivo [37].
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Figura 3. Efecto de la histamina sobre la actividad de uPA. Las células se trataron con diferentes
concentraciones de histamina durante 24 h. Simultaneamente se adicionaron1 MM de pirilamina (P) o
1 MM de cimetidina (C), antagonistas H1 y H2 respectivamente, con 75 nM de histamina (H) y solos.
Muestras de 20 mg de proteina se sometieron a una electroforesis y se analizaron por zimografia. La
densidad de las bandas correspondientes fue determinada con un programa para imégenes, y los
resultados se expresaron como porcentaje del control. Las barras con diferente simbolo son significativamente
diferentes comparado con el grupo control (*p<0.05) o con 75 MM de histamina (# p<0.05).
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Desde hace més de una década se sabe que la his-
tamina puede influir en & funcionamiento del higado
normal. La histamina forma un complejo con el
citocromo P450 y actlia como modulador intracelular
de este complegjo enzimético en lacélula hepética [38].
Ademés, se ha mostrado la presencia de depdsitos de
histamina en el nicleo de células hepéticas y su
participacion en lasintesisde ADN [39]. Lahistamina
modulatambién el metabolismo de células hepéticas al
incrementar laactividad delafosforilasay laproduccion
del fosfa-tidilinositol, por via de los receptores H1
[40]. Ademés, estimulala glucogendlisis por activar €
mensgjero de calcio [41].

33. Rockey DC. The cell and molecular
biology of hepatic fibrogenesis. Clinical

and therapeutic implications. Clin Liver Dis
2000;4:319-55.

34. Gressner AM. Mediators of hepatic
fibrogenesis. Hepatogastroenterology
1996,;43:92-103

35. Tsukamoto H. Cytokine regulation of
hepatic stellate cells in liver fibrosis.
Alcoholism Clin Exp Res 1999;23:911-6.

36. Gutiérrez Ruiz MC. Expression of some
hepatocyte-like functional properties of
WRL-68 cells in culture. In Vitro Cell Dev
Biol 1994;30A:366-71.
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Figura 4. Efecto de la histamina sobre la cantidad de proteina colagenasa IV. Las células se trataron con
diferentes concentraciones de histamina durante 24 h. Se adicionaron simulténeamente 1 mM de pirilamina
(P) o 1 mM de cimetidina (C), antagonistas H1 y H2 respectivamente, con 75 mM de histamina (H) y solos.
Muestras de células y medio condicionado se sometieron a un inmunoensayo utilizando anticuerpos policlonales
para colagenasa IV. Los resultados se expresaron como porcentaje del control. Las barras con diferente
simbolo son significativamente diferentes comparado con el grupo control (*p<0.05) o con 75 MM de
histamina (# p<0.05).

CON 10 50 75 100

> .

Histamina (nM)

+H

Biotecnologia Aplicada 2005; Vol.22, No.3



Lourdes Rodriguez-Fragoso y cols.

Histamina y la actividad proteolitica en el higado

La participacion de la histamina en la enfermedad
hepética crénicahasido documentada desde hacevarias
décadas. Primero, se observaron cambios en €l conte-
nido de histamina durante la fibrosis experimental,
presumiblemente derivada de un incremento de ma-
créfagosen el dreainflamadadel higado [42, 43]. Luego,
el aumento de hidroxiprolina ocurre dias después de
gue se incrementa el contenido de histamina en el
higado. Esto también sugiere que la histamina pueda
participar en labiosintesisdelacolagena[18]. Tercero,
se han encontrado niveles elevados de histamina pla-
sméticaen pacientes con varias formas de enfermedad
hepética; existen cambios significativos en los recep-
tores para histamina y elevadas concentraciones con
histamina enddgena en pacientes y en modelos ani-
males con cirrosis hepética [44-47].

La histamina regula varios eventos del proceso de
inflamacién, no solo como un mediador quimico que par-
ticipaen las etapas tempranas de este proceso [48-50],
sino también como un modulador delabiosintesisy la
reparacion de heridas en lainflamacion cronica[51].

Estudios previos han mostrado lamodulacion dela
actividad proteolitica por parte de la histaminaen la
enfermedad inflamatoria crénica. Por ejemplo, se co-
noce que la histamina estimula la produccion de
metal oproteasa-1 de matriz en fibroblastos en la en-
fermedad reumatoide humana[52]; asi como también,
que induce la produccion de metal oproteasa-3,
metal oproteasa-13, FNT alfay prostaglandina E; de
matriz en condrocitos;, mientras que en fibroblastos
sinoviaesincrementalaproduccién de metal oproteasa-
1, metaloproteasa-3 y prostaglandina E.. Esto sugiere
que la histamina desempefia una funcion fisio-
patol 6gicaen laremodel acion histicaen laosteoartritis
[53]. Se ha demostrado que los leucocitos PMN de
ratas tratadas con etanol tienen una gran capacidad
paraactivar lacolagenasalatentey este efecto es par-
cialmente inhibido por antagonistas de receptor de
histamina, lo cual sugiere que lahistaminapodriaestar
implicada en el proceso de generacion de actividad de
lacolagenasalatente[54]. Aunquelahistaminaes capaz
de modificar la actividad de la colagenasa en € higado
mediante los leucocitos PMN, hasta el presente no
hay reportes acercade sufuncidn enlaregulaciéndela
actividad proteolitica en las células hepéticas.

Estudios previos han mostrado que los hepatocitos
expresan receptores para histamina H1 y H2 [55,
56]. Sin embargo, se plantea que la membrana plas-
maéticadel hepatocito tiene un mayor predominancia
dereceptoresH1, y se hamostrado que la[H?]-pirila-
mina es un antagonista representativo de receptores
H1 con elevada afinidad [57]. Los resultados del
presente estudio mostraron que lapirilaminaprevino
completamente la produccién y la actividad tanto de
lacolagenasalV como delauPA, pero delacimetidina,
no. Por lo tanto, ello indica que la histamina podria
mediar sus efectos sobrelas células hepéticasatravés
de la via del receptor H1, més que por la H2. Estos
resultados fueron congruentes con trabajos previos
enlos que se hademostrado quelahistaminaestimula
laactividad proteoliticaen condrocitosy fibroblastos
por medio del receptor H1 [49, 53].

En este estudio, se demuestra que la histaminain-
crementala actividad proteolitica en unalineacelular
de hepatocitos humanos (células WRL-68). Aunque
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Figura 5. Efecto de la histamina sobre la cantidad de proteina uPA. Las células se trataron con diferentes
concentraciones de histamina durante 24 . Se adicionados simulténeamente 1 MM de pirilamina (P) o 1
MM de cimetidina (C), antagonistas H1 y H2 respectivamente, con 75 mM de histamina (H) y solos.
Muestras de células y medio condicionado fueron sometidos a un inmunoensayo utilizando anticuerpo
policlonales para colagenasa IV. Los resultados se expresaron como porcentaje del control. Las barras con
diferente simbolo son significativamente diferentes comparado con el grupo control (*p<0.05) o con 75 MM

de histamina (# p<0.05).

solo se increment6 la actividad de la colagenasa IV
con 75mM de histamina, mientras que laactividad de
la uPA se incrementd con todas las concentraciones.
Aunguelahistaminainduce laproduccién, laactividad
y la secrecion de la colagenasa IV y la uPA en las
células WRL-68, es capaz de secretar gran cantidad
de proteina a medio condicionado, pero esta no es
funcionalmente activa. Los resultados mostraron la
expresion degran cantidad delas proteinas de col&gena
IV y uPA, tanto en los extractos celulares como en los
medios condicionados. Esos datos sugieren que la
histamina tiene, ademas, el potencial de regular la
produccién, actividad y secrecion de proteasasen las
células hepéticas WRL-68.

Al inducir tanto la sintesis como la actividad pro-
teolitica, la histamina podria regular un mecanismo
completo y poderoso de degradacién de la matriz
extracelular durante el dafio hepético. Sin embargo, la
ausencia de actividad proteolitica en los medios con-
dicionados sugiere que la histamina podria también
inducir la produccion de inhibidores para colagenasa
y UPA, u otras moléculas en las células hepaticas
WRL-68. Hellstrand y cols. sefialaron quelosniveles
bajos de histamina en sangre determinan una pobre
respuestaal tratamiento con interferon en lahepatitis
C[58]. Esosdatos sugieren que la perpetuacién dela
fibrosis puede ser una consecuenciadelos efectos de
la histamina sobre las célul as hepaticas.

La histamina es un mediador versétil que, segin
estudios in vitro, afecta la sintesis de citoquinas
inflamatorias y de proteinas de fase aguda, mediante
el receptor H1 [59-62]. Se sabe que luego del dafio
hepético, variostipos celulares residentes o presentes
en el infiltrado inflamatorio, pueden estar involucrados
en la sintesis y liberacion de factores solubles que
repercuten en lafuncidn biol 6gica de diferentes estirpes
celulares. Esto significaque algunos grupos defactores
solubles (citoquinas y/o factores de crecimiento),
especificamente dirigidos a diferentes céulas blanco,
demaneratemporal estan presentesen € tejido dafiado.
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vivo, los cuales pueden tener repercusiones en la
actividad proteolitica, en €l hepatocitoy, en particular,
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