
 
 
 

La via de la proteïna cinasa dependent de calci i 
calmodulina tipus II regula la síntesi i 

l’alliberament d’histamina cerebral durant la 
despolarització i forma part del mecanisme de 

transducció del receptor H3 
 

Anna M. Torrent i Moreno 
 
 
 
Memòria de la tesi doctoral presentada per Anna M. Torrent i Moreno per optar al grau 

de doctora en Bioquímica, per la Universitat Autònoma de Barcelona 
 
 

Dipositada el 10 de juliol del 2003 
 
 

Aquest treball ha estat realitzat sota la direcció dels doctors Isaac Blanco Fernández i 
Jordi Ortiz de Pablo, professors del Departament de Bioquímica i de Biologia 

Molecular, Unitat de Bioquímica, Facultat de Medicina, i l’Institut de Neurociències, de 
la Universitat Autònoma de Barcelona. 

 
 
 
 
Directors de la tesi: 
 
 
 
 
 
Dr Isaac Blanco Fernández          Dr Jordi Ortiz de Pablo 
Catedràtic d’universitat               Professor ajudant 
 
 
 
Doctoranda: 
 
 
 
 
Anna M Torrent i Moreno 



Index 

 I

ABREVIACIONS ..............................................................................................................I 
ÍNDEX DE FIGURES ......................................................................................................III 
ÍNDEX DE TAULES.........................................................................................................IV 

ABREVIACIONS I .......................................................................................................I 

INTRODUCCIÓ GENERAL ............................................................................................. 1 
BREU INTRODUCCIÓ HISTÒRICA.......................................................................................... 1 
ESTRUCTURA  DE  LA HISTAMINA........................................................................................ 1 
BIOSÍNTESI DE LA HISTAMINA EN EL CERVELL .................................................................... 2 
TRANSPORT DE LA HISTIDINA ............................................................................................. 2 
PROPIETATS DE LA HISTIDINA DESCARBOXILASA................................................................ 2 
REGULACIÓ DE LA SÍNTESI D�HISTAMINA EN EL CERVELL................................................... 4 
EMMAGATZEMATGE DE LA HISTAMINA EN EL CERVELL...................................................... 7 
ALLIBERAMENT DE LA HISTAMINA EN EL CERVELL............................................................. 9 
INACTIVACIÓ I RECANVI DE LA HISTAMINA ......................................................................... 9 
CARACTERÍSTIQUES I LOCALITZACIÓ DE LES NEURONES HISTAMINÈRGIQUES................... 11 

Projecció de les neurones histaminèrgiques arreu del SNC. ...................................... 12 
Inputs de les neurones histaminèrgiques..................................................................... 14 

ELS RECEPTORS DE LA HISTAMINA .................................................................................... 16 
Receptors H1 ............................................................................................................... 18 

Mecanisme de transducció dels receptors H1.......................................................... 18 
Receptors H2 ............................................................................................................... 20 

Mecanisme de transducció dels receptors H2.......................................................... 20 
Receptors H4 ............................................................................................................... 21 
Receptors H3 ............................................................................................................... 23 

Propietats moleculars dels receptors H3.................................................................. 23 
Distribució dels receptors H3 .................................................................................. 24 
Mecanisme de transducció dels receptors H3.......................................................... 26 
Paper dels receptors H3 en altres sistemes de neurotransmissió ............................. 27 
Farmacologia del receptor H3 ................................................................................. 28 
Propietats terapèutiques potencials dels receptors H3............................................. 31 

El son i la vigília. Els estats d�alerta.................................................................... 31 
Els processos cognitius i de memòria.................................................................. 31 
Trastorn d�hiperactivitat amb dèficit d�atenció (THDA) .................................... 32 
Epilèpsia .............................................................................................................. 32 
Obesitat................................................................................................................ 33 

OBJECTIUS ...................................................................................................................... 35 

METODOLOGIA.............................................................................................................. 37 
1. PURIFICACIÓ DE LA [3H]-HISTIDINA COMERCIAL .......................................................... 37 
2. PREPARACIÓ DELS HOMOGENATS DE CERVELL ............................................................. 38 
3. INCUBACIÓ DELS HOMOGENATS.................................................................................... 38 
4. PREPARACIÓ DELS MINIPRISMES D�ESCORÇA CEREBRAL............................................... 39 
5. SÍNTESI I ALLIBERAMENT DE [3H]-HISTAMINA EN ELS MINIPRISMES D�ESCORÇA 
CEREBRAL......................................................................................................................... 39 
6. ELIMINACIÓ DE L�EXCÉS DE [3H]-HISTIDINA................................................................. 41 
7. PURIFICACIÓ DE LA [3H]-HISTAMINA PER HPLC............................................................. 42 
8. PURIFICACIÓ DE LA HISTIDINA DESCARBOXILASA (HDC1/512).................................... 47 
9. DETECCIÓ PER IMMUNOBLOT DE LA HDC1/512 ............................................................. 48 



Index 

 II

10. DETECCIÓ AUTORADIOGRÀFICA DE LA FOSFORILACIÓ PER PKA I PER CAMKII DE LA 
HDC1/512........................................................................................................................ 49 
11. DETERMINACIÓ DE L�ACTIVITAT HDC1/512 .............................................................. 50 
12. QUANTIFICACIÓ DE PROTEÏNES................................................................................... 51 
13. TRACTAMENT DE LES DADES ...................................................................................... 51 

RESULTATS ..................................................................................................................... 53 
1. POSADA A PUNT DEL MÈTODE RADIOISOTÒPIC PER A LA DETERMINACIÓ DE LA SÍNTESI 
D�HISTAMINA EN HOMOGENATS I MINIPRISMES ............................................................... 53 

1.1. Introducció ........................................................................................................... 53 
1.2. Optimització de la sensibilitat del mètode radioisotòpic ..................................... 54 
1.3. Determinació de la repetitivitat del mètode ......................................................... 55 
1.4. Linealitat de l’activitat HDC en funció de la quantitat de proteïna i del temps 
d’incubació .................................................................................................................. 56 
1.5. Determinació de l’especificitat de l’activitat HDC.............................................. 57 

2. ACTIVACIÓ DE LA SÍNTESI D�HISTAMINA PER L�ENTRADA DE CALCI EN MINIPRISMES 
D�ESCORÇA CEREBRAL DE RATA ....................................................................................... 58 

2.1. Introducció ........................................................................................................... 58 
2.2. Efecte de la inhibició dels CCAV sobre l’activació de la síntesi d’HA per  
despolarització ............................................................................................................ 58 
2.3. Efecte de la despolarització per 30mM K+ i de l’ionòfor de calci ionomicina  
sobre la síntesi d’HA ................................................................................................... 60 
2.4. Efecte de l’activació i de la inhibició de la  PKC sobre la síntesi d’HA.............. 61 
2.5. Efecte de la inhibició de la calmodulina (CaM) i de la proteïna cinasa dependent 
de calci-calmodulina tipus II (CaMkII)....................................................................... 62 

3. ESTUDI DE LA INTERACCIÓ ENTRE LES VIES DE L�AC/PKA I CALCI/CAMKII EN LA 
REGULACIÓ DE LA  SÍNTESI D�HA EN MINIPRISMES D�ESCORÇA CEREBRAL....................... 63 

3.1. Introducció ........................................................................................................... 63 
3.2. Estimulació de la síntesi d’HA per l’augment d’AMPc (per ibmx) i per l’entrada 
de calci (per 30mM K+) simultàniament .................................................................... 64 
3.3. Efecte de l’ibmx en presència d’inhibidors dels CCAV i de la CaMkII. .............. 65 

4. EFECTES DE LA INCUBACIÓ DE L�HDC AMB LA CAMKII I/O LA PKA EN CONDICIONS 
FOSFORILANTS.................................................................................................................. 66 

4.1. Introducció ........................................................................................................... 66 
4.2. Fosforilació de l’HDC1/512 per PKA.................................................................. 67 
4.3. Fosforilació de l’HDC1/512 per CaMkII............................................................. 68 
4.4. Activació de l’HDC per fosforilació..................................................................... 69 

5. ESTUDI DEL PAPER DEL CALCI EN LA REGULACIÓ DE LA SÍNTESI D�HA A TRAVÉS DELS 
RECEPTORS H3 EN MINIPRISMES D�ESCORÇA CEREBRAL................................................... 71 

5.1. Introducció ........................................................................................................... 71 
5.2. Estudi de les vies  d’inhibició de la síntesi d’HA per l’agonista del receptor H3 
imetit ............................................................................................................................ 71 
5.3. Estudi de les vies d’activació de la síntesi d’HA per l’antagonista i agonista 
invers del receptor H3 tioperamida. ........................................................................... 73 

6. PARTICIPACIÓ DE LA CAMKII EN L�ALLIBERAMENT D�HISTAMINA  PER 
DESPOLARITZACIÓ EN MINIPRISMES D�ESCORÇA CEREBRAL.............................................. 76 

6.1. Introducció ........................................................................................................... 76 
6.2. Efecte de la inhibició dels CCAV tipus N sobre l’alliberament d’HA estimulada 
per 30mM K+ .............................................................................................................. 78 



Index 

 III

6.3. Efecte  de la inhibició de la PKC sobre l’alliberament d’HA estimulada per 30 
mM de K+.................................................................................................................... 79 
6.4. Efecte de la inhibició de la CaM i la CaMkII sobre l’alliberament d’HA 
estimulada per 30mM K+............................................................................................ 80 

DISCUSSIÓ........................................................................................................................ 81 
1. DESENVOLUPAMENT D�UN NOU MÈTODE RADIOISOTÒPIC PER A LA DETERMINACIÓ DE LA 
SÍNTESI D�HA .................................................................................................................... 81 
2. MODULACIÓ DE LA SÍNTESI D�HA PER L�ENTRADA DE CALCI EXTRACEL·LULAR ............ 82 
3. LA CAMKII ACTIVA LA SÍNTESI D�HA DURANT LA DESPOLARITZACIÓ ............................ 84 
4. LA SÍNTESI D�HA EN MINIPRISMES D�ESCORÇA CEREBRAL ES REGULA INDEPENDENTMENT 
PER LA VIA DEL CALCI/CAMKII I PER LA VIA DE L�AC/PKA ................................................. 86 
5. FOSFORILACIÓ I ACTIVACIÓ DE LA HDC PER CAMKII I PKA............................................. 87 
6. PARTICIPACIÓ DEL CALCI COM A SEGON MISSATGER  EN EL MECANISME DE 
TRANSDUCCIÓ DEL RECEPTOR H3...................................................................................... 88 
7. MECANISMES DE REGULACIÓ DE L�ALLIBERAMENT D�HA DURANT LA DESPOLARITZACIÓ
......................................................................................................................................... 92 

CONCLUSIONS................................................................................................................ 97 

BIBLIOGRAFIA ............................................................................................................... 99 



Index 

 IV

ABREVIATURES 
 

α-FMH:  alfa-fluorometil histidina, inhibidor de la HDC 

5-HT:   5-hidroxitriptamina 

AC:    adenilat ciclasa 

AIP:    pèptid inhibidor autocamptide miristoilat, inhibidor de la CaMkII 

AMPc:   adenosina 3�,5�-monofosfat cíclica 

ANOVA:   anàlisi de la variació 

CaM:    calmodulina 

CaMkII:   proteïna cinasa dependent de calci i calmodulina 

CCAV:   canals de calci activats per voltatge 

DAG:    diacilglicerol 

DTT:   ditiotreitol 

H1, H2, H3, H4:  receptors de la histamina 

HA:    histamina 

HDC:   histidina descarboxilasa 

His:    histidina 

HMT:    histidina metiltransferasa 

HPLC:   cromatografia líquida d�elevada resolució 

ibmx:    3-isobutil-1-metilxantina, inhibidor de les PDE 

imetit:    5-[2-(imidazol-4-il]etil)isotiourea, agonista H3 

IP3:   inositol-1,4,5- trifosfat 

Km:    constant de Michaelis-Menten 

KN-62:  1-[N,O-bis-(5-isoquinolinesulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4-

fenilpiperazina, inhibidor de la CaMkII 

MAO:   monoaminooxidasa 

metHA:   metilhistamina 

MKR:    medi bicarbonat Krebs Ringer 

nTM:   nuclis tuberomamil·lars de l�hipotàlem 

PDE:    fosfodiesterases 

PEG:   polietileneglicol



Index 

 V

PKA:   proteïna cinasa dependent d�AMPc 

PKC:    proteïna cinasa C 

PKI 14-22:   inhibidor 14-22 amida de la PKA 

PLC:    fosfolipasa C 

PLP:    piridoxal-5-fosfat 

SAM:   S-adenosil metionina 

SDS-PAGE:  electroforesi desnaturalitzant en SDS  

SNC:    sistema nerviós central 

TCA:   àcid tricloracètic 

TH:    tirosina hidroxilasa 

THDA:   trastorn d�hiperactivitat amb dèficit d�atenció 

Tioperamida:  N-ciclohexil-4-(imidazol-4-il)-1-piperidinacarbotioamina, 

antagonista/agonista invers H3 

TPA:    tetradecanoil forbol acetat 

TPH:    triptòfan hidroxilasa 

Vmax:   velocitat màxima 

W-13:  N-(4-aminobutil)-5-cloro-2naftalenosulfonamida, inhibidor de la 

calmodulina 



Index 

 VI

ÍNDEX DE FIGURES 
 

Figura 1.1. La histamina amb les seves formes tautomèriques ........................................ 1 
Figura 1.2. Síntesi i metabolisme de la HA...................................................................... 6 
Figura 1.3. Seqüència de nucleòtids i d�aminoàcids del clon d�HDC-18. El nombre de 

residus aminoacídics i de nucleòtids s�indica a la dreta ........................................... 8 
Figura 1.4. Síntesi, alliberament i degradació de la HA neuronal.................................. 10 
Figura 1.5. Vies histaminèrgiques representades en un tall sagital de cervell de rata.... 11 
Figura 1.6. Les neurones histaminèrgiques tenen els cossos cel·lulars en els nuclis 

tuberomamil·lars de l�hipotàlem posterior.............................................................. 13 
Figura 1.7. Regulació de les neurones histaminèrgiques per altres tipus neuronals. ..... 16 
Figura 1.8. Mecanisme de transducció hipotètic dels receptors H1 ............................... 19 
Figura 1.9. Mecanisme de transducció hipotètic dels receptors H2 ............................... 21 
Figura 1.10. Mecanisme de transducció hipotètic dels receptors H4 ............................. 22 
Figura 1.11. Talls sagitals de cervell de rata en els quals es pot veure la distribució dels 

receptors H3............................................................................................................ 25 
Figura 1.12. Mecanismes de transducció dels receptors H3........................................... 29 
Figura 1.13. Localització d�algunes de les respostes funcionals del receptor H3 en el 

cervell ..................................................................................................................... 30 
Figura 1.14.  Estructures moleculars d�alguns dels agonistes, antagonistes i agonistes 

inversos del receptor H3. ........................................................................................ 33 
Figura 2.1. Perfils de l�HPLC de fase reversa ................................................................ 42 
Figura 2.2. Esquema de la síntesi de [3H]-histamina en homogenats de cervell ............ 44 
Figura 2.3. Esquema del mètode de determinació de la [3H]-HA que se sintetitza a partir 

de [3H]-His en miniprismes d�escorça cerebral...................................................... 45 
Figura 2.4. Variació del mètode aplicat als miniprismes per a determinar la [3H]-HA 

sintetizada que s�allibera ........................................................................................ 46 
Figura 2.5.  Equipament per a purificar la [3H]-HA formada a partir de [3H]-His......... 46 
Figura 2.6.  SDS-PAGE i transferència Western ........................................................... 49 
Figura 3.1.1. El mètode radioisotòpic utilitzat per a determinar la síntesi d�HA es basa  

en  la quantificació de la [3H]-histamina que s�ha format a partir de la [3H]-
histidina afegida en els diferents medis d�incubació .............................................. 54 

Figura 3.1.2. Linealitat en funció del temps i de la concentració de proteïna. Km i Vmax 
de l�activitat HDC................................................................................................... 57 

Figura 3.2.1. La inhibició dels canals de calci activats per voltatge (CCAV) impedeix 
l�augment de la síntesi d�HA causat per despolarització........................................ 59 

Figura 3.2.2. La ionomicina  i  la despolarització per 30 mM de K+ augmenten la síntesi 
de HA...................................................................................................................... 60 

Figura 3.2.3. (A) L�estimulació de la síntesi d�HA per despolarització no s�inhibeix en 
presència de 0.5, 1 i 5 µM de queleritrina (inhibidor del la PKC). (B) Diferents 
concentracions de TPA (de 3.1 nM a 1 µM) no estimulen la síntesi d�HA en 
condicions no despolaritzants................................................................................. 61 

Figura 3.2.4. La proteïna cinasa dependent de calci-calmodulina tipus II (CaMkII) és 
necessària per a l�activació de la síntesi d�HA dependent de despolarització........ 63 

Figura 3.3.1. Efectes additius de la despolarització per 30 mM de K+ i de l�ibmx ....... 65 
Figura 3.3.2. Els inhibidors de la CaMkII, KN-62 (30 µM), de la calmodulina,W-13 

(1mM) i dels CCAV, ω-conotoxina MVIIC (MVIIC) (3µM) i ω-conotoxina GVIA 
(GVIA) (3µM) no modifiquen l�augment de la síntesi d�HA estimulat per l�ibmx66 



Index 

 VII

Figura 3.4.1. Fosforilació de la HDC1/512 per la PKA ................................................. 68 
Figura 3.4.2. Fosforilació de la HDC1/512 per la CaMkII............................................. 69 
Figura 3.4.3. La incubació de l�HDC1/512 purificada en condicions fosforilants amb 

CaMkII, PKA o les dues cinases juntes provoca augments de l�activitat HDC..... 70 
Figura 3.5.1. L�agonista H3 imetit reverteix l�efecte de la despolarització 

independentment de la inhibició de la PKA per  PKI14-22 ................................... 72 
Figura 3.5.2.  L�agonista H3 imetit reverteix l�efecte de l�ibmx independentment de la 

inhibició dels CCAV per la w-conotoxina GVIA .................................................. 72 
Figura 3.5.3. Inhibició per PKI14-22, ω-conotoxina GVIA i KN-62 dels efectes de la 

tioperamida sobre la síntesi d�HA en presència d�ibmx......................................... 74 
Figura 3.5.4. L�estimulació de la síntesi d�HA provocada per la tioperamida en 

condicions despolaritzants s�inhibeix totalment per la ω-conotoxina MVIIC (A) i 
pel KN-62 (B), però no per l�AIP (C) .................................................................... 75 

Figura 3.6.1. 30 mM de potassi provoca un augment de l�alliberament d�HA que es 
manté lineal durant els 30 minuts del període d�incubació .................................... 77 

Figura 3.6.2. L�alliberament de la HA estimulat per la despolarització amb 30 mM de 
potassi s�inhibeix per acció de la ω-conotoxina GVIA o de l�imetit...................... 78 

Figura 3.6.3. La PKC no sembla participar en el mecanisme de regulació de 
l�alliberament d�HA durant la despolarització ....................................................... 79 

Figura 3.6.4. Els inhibidors de la CaMkII (KN-62 i AIP) i l�inhibidor de la calmodulina 
inhibeixen  part de l�alliberament d�HA estimulat per la despolarització.............. 80 

Figura 4.1. La CaMkII forma part del mecanisme d�activació de la síntesi i alliberament 
d�HA durant la despolarització............................................................................... 94 

Figura 4.2. L�activació de la síntesi d�HA per acció de l�ibmx depèn de l�activitat PKA i 
és independent de la via del calci ........................................................................... 95 

Figura 4.3. L�augment de la síntesi d�HA per tioperamida, tant en presència d�ibmx com 
en 30 mM de potassi, depèn de l�entrada de calci pels CCAV principalment tipus N 
i de l�activitat PKA, però no de la CaMkII............................................................. 96 

 



Index 

 VIII

ÍNDEX DE TAULES 
 

 
Taula 1.1. Resum de les interaccions entre el sistema histaminèrgic i altres sistemes de 

neurotransmissors. .................................................................................................. 15 
Taula 1.2. Resum de les característiques dels receptors de la histamina. L�interrogant 

indica característiques suggerides en la bibliografia però pendents de confirmació.
................................................................................................................................ 17 

Taula 3.1.1. Dpm de blancs d�incubació (per triplicat) obtinguts per diferents mètodes:
................................................................................................................................ 55 

Taula 3.1.2. Variabilitat de la determinació de l�activitat HDC en un mateix assaig. ... 56 
Taula 3.4.1. La mesura de l�activitat HDC en homogenats de miniprismes  

despolaritzats. ......................................................................................................... 67 
Taula 3.4.2. L�activitat HDC mesurada en homogenats d�escorça prèviament incubats 

en condicions fosforilants per la CaMkII no varia respecte dels controls no incubats 
amb la cinasa .......................................................................................................... 70 



  Introducció General 

 1

INTRODUCCIÓ GENERAL 
 

BREU INTRODUCCIÓ HISTÒRICA 
 

La histamina (2-4-imidazoletilamina) va ser obtinguda per síntesi química l�any 1907, i 

tres anys després es va demostrar la seva presència en teixits de mamífer (Dale H. et al., 

1910). Aviat es va descriure que la HA  contreia  el múscul llis, estimulava de la 

secreció gàstrica, i  participava en la resposta anafil·làctica causant broncoconstricció 

(Schwartz J. et al., 1991). L�any 1943 es  va demostrar que la histamina també es 

trobava  en el cervell (Kwiatkowsky  H., 1943) i quinze anys més tard es va descriure la 

seva síntesi  local en el SNC (White T., 1959). Als anys 70, amb l�aparició de noves 

tècniques de detecció, es torna a revifar l�interès per la HA cerebral i, a partir d�aquí, es 

comencen a acumular cada cop més dades que indiquen que actua com a 

neurotransmissor en el SNC.  Actualment a la HA cerebral se la relaciona amb diversos 

processos  bioquímics, fisiològics, patològics i comportamentals, com per exemple  la 

regulació de l'alliberament de neurotransmissors i hormones hipotalàmiques, el cicle 

son-vigília, la temperatura corporal, la catalèpsia, la locomoció, les sensacions de set i 

gana, l'agressivitat, i l'aprenentatge i la memòria (Passani M., 2000; Huston J.P., 1997). 

 

ESTRUCTURA  DE  LA HISTAMINA 
 

La nomenclatura química que correspon a la HA és 2-4-imidazoletilamina (figura 1.1) 

La cadena lateral etilamina es troba també en  altres neurotransmissors, com la 

dopamina, la noradrenalina i la serotonina. El nucli imidazol dóna a la histamina una 

sèrie de propietats químiques que la diferencien  d�altres neurotransmissors. El 

tautomerisme és una d�aquestes propietats que determina que tingui dues formes   

diferents (figura 1.1). Aquesta propietat és crítica per a activar els receptors.  

 

 
Figura 1.1. La histamina amb les seves formes tautomèriques 
En la figura de l�esquerra es poden veure els noms dels àtoms de nitrogen; la numeració 
dels àtoms de carboni s�aprecia a la figura de la dreta. La nomenclatura  de l'esquerra no 
fa referència als nitrògens dels anells com a 1- i 3-, per evitar confusions. 



Introducció General  

 2

  
BIOSÍNTESI DE LA HISTAMINA EN EL CERVELL 
 

La síntesi de la HA  té lloc a partir de la histidina (His) en una reacció d�un sol pas 

enzimàtic catalitzada per  la histidina descarboxilasa (E.C. 4.1.1.22) (HDC) (figura 1.2).  

Com que  la HA no travessa la barrera hematoencefàlica, la seva presència en el cervell 

ha de ser producte d�una síntesi local (White T., 1959). En el cervell la HDC ha estat 

identificada en neurones i mastòcits (Green J., 1970), encara que treballs molt recents 

indiquen que les  cèl·lules microglials (Katoh et al., 2001) i les cèl·lules endotelials dels 

microvasos cerebrals també podrien sintetitzar HA (Yamakami et al., 2000). 

Entre els anys cinquanta i setanta es va parlar d�una histidina descarboxilasa 

�inespecífica�, que va resultar ser la DOPA descarboxilasa, però finalment es va 

demostrar que l�únic enzim responsable de la síntesi d� HA en el cervell era la HDC 

(Schwartz et al., 1970 ; Palacios et al  1976). Recentment s'ha aconseguit fer ratolins 

knock-out per l'HDC que són viables malgrat que  no tenen HA cerebral  (Parmentier  et 

al., 2002). 

 

TRANSPORT DE LA HISTIDINA 
 

La  histidina ha de ser captada de l'exterior de la neurona i aquest procés podria ser 

important en la regulació de la síntesi d�HA. 

No s�ha demostrat l�existència de cap sistema de transport específic de la His. En talls 

de cervell (Verdiere et al., 1975) i en sinaptosomes (Chudomelka i Murrin, 1983) el 

transport de l�aminoàcid és saturable, dependent d�energia i inhibit competitivament per 

aminoàcids aromàtics. En sinaptosomes també s�ha descrit que la despolarització 

estimula aquest transport (Verdiere et al., 1975). 

 

PROPIETATS DE LA HISTIDINA DESCARBOXILASA   
 

L�activitat HDC s�ha localitzat en gran varietat de teixits  de mamífers, però és 

especialment abundant en fetge de rata fetal, porció gliular d�estómac de rata, ronyó de 

rata gestant, mastòcits  i  leucòcits basòfils, així com en certs tumors (Schwartz et al., 

1991). No obstant això, a causa de la presència de mastòcits en la major part dels teixits, 

en molts casos resulta difícil establir en quina proporció l'activitat HDC mesurada en 
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l'homogenat d'un teixit procedeix de cèl·lules específiques d'aquest i dels mastòcits 

contaminants.  

Encara que no tots els autors hi estan d'acord (Tran V. i Snyder S., 1981; Grzanna R., 

1984), existeix un cert consens a descriure  la HDC com una proteïna  de 110 - 125 kDa 

formada per dues subunitats idèntiques i enzimàticament actives d'uns 54 kDa, amb un 

punt isoelèctric al voltant de 5.5  (Savany A. i Cronenberger L., 1982; Watanabe et al., 

1984; Martin S. i Bishop J., 1986). A partir de la HDC purificada de 54 kDa i de 

biblioteques gèniques de fetge de rata fetal (Joseph D., 1990) s�ha pogut identificar  un 

RNA missatger d�una HDC de 74 kDa. Aquest valor superior al de 54 kDa suggereix  

que la HDC sofreix un processament proteolític postraduccional (Dartch C et al., 1998; 

Fleming JV i Wang T.C., 2003). 

El gen de la HDC s�ha localitzat en el cromosoma 2 del ratolí, molt a prop del gen de la 

α-2-microglobulina (Joseph D., 1990). L�HDC té diverses homologies amb altres 

enzims dependents de piridoxal-5-fosfat, com la dopa descarboxilasa, particularment en 

el domini d�unió al cofactor que comprèn la Lys 307 (Joseph D., 1990). La proteïna  

comprèn seqüències consens de fosforilació per la proteïna cinasa dependent d�AMPc 

(PKA) i per la proteïna cinasa dependent de calci (PKC) (Joseph D., 1990), així com per 

la CaMkII (http://www.cbs.dtu.dk/researchgroups/protfunction.html). 

Com altres descarboxilases de mamífers, la HDC utilitza com a cofactor el piridoxal-5-

fosfat (PLP). La unió del PLP és diferent segons el teixit on es trobi l�enzim. S�ha vist 

que el PLP s�uneix feblement a la HDC fetal (Hakanson R.,1967) i a la dels mastòcits 

peritoneals (Schayer R., 1963), i que s�elimina fàcilment per diàlisi. En canvi les HDC 

de fetge fetal (Tran V., 1998), de cervell (Palacios J., 1978) i  de mucosa gàstrica 

(Savany A. 1982) només tenen el 50% del cofactor feblement unit a l�apoenzim  

(dialitzable) i l�altre 50% hi està fortament unit (no dialitzable). 

El pH òptim de l�activitat HDC mesurada en homogenats de cervell disminueix en 

augmentar la concentració de substrat: a concentracions baixes (de l�ordre de mM)  el 

pH òptim és de 7.4,  i a concentracions saturants és de 6.5. Aquest fet probablement 

deriva de la participació d�un grup protonable en el mecanisme de catàlisi (Hakanson 

R., 1967). 

Mitjanançant estudis de fraccionament subcel·lular s'ha constatat que la major part de 

l�activitat HDC es localitza en la fracció soluble (Baudry et al.,1973) (Snyder et 

al.,1974), i que un 30% està associada a membranes. En les membranes també es troba 
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una part de l'enzim  que només és actiu si les fraccions membranoses es tracten amb 

tritó X-100 (Palacios et al.,1978; Toledo  et al., 1988). 

En concordànça amb la distribució regional del sistema histaminèrgic cerebral, en l� 

hipotàlem es registra la màxima activitat HDC cerebral, que resulta ser unes 5 vegades 

superior a la de les regions d'activitat mitjana com l'escorça, el tàlem, l�hipocamp i 

l'estriat; en canvi, la medul·la, el tronc i el cerebel presenten les activitats més baixes 

(Schwartz  et al., 1970; Taylor  i Snyder, 1972). 

Malgrat que s�han preparat diversos anticossos contra la HDC, no existeixen estudis 

inequívocs de llur especificitat. Independentment de l'eventual especificitat creuada amb 

altres proteïnes diferents de la HDC, probablement tots els anticossos disponibles 

reconeixen més d'un pèptid relacionat amb la HDC. Això es deu al fet que el 

processament posttraduccional del precursor de 74 kDa origina, a més de subunitats 

enzimàticament actives de 54 kDa, diversos fragments de pesos moleculars entre 60 y 

20 kDa. D'altra banda, les subunitats de 54 kDa i possiblement també fragments d'altres 

pesos moleculars formen agregats (Fleming i Wang, 2003) de més de 100 kDa. Sembla 

que no hi ha dubtes sobre l'activitat enzimàtica del pèptid de 54 kDa, però pel que fa al 

precursor de 74 kDa la informació és contradictòria (Yatsunami et al., 1995; Dartsch et 

al., 1998; Fleming i Wang, 2003).  No està clar  si el precursor de 74 kDa i els restants 

fragments i agregats tenen o no activitat catalítica. Per totes aquestes raons no existeix 

una bona correlació entre l'activitat enzimàtica en les fraccions subcel·lulars o les 

regions cerebrals i les quantitats de proteïna immunoreactiva.  

S'han descrit diversos inhibidors per a la  HDC, però entre ells l'inhibidor suïcida  S-α-

fluorometil histidina  (α-FMH) ha estat  l'eina més  útil per a l�estudi del metabolisme 

de la HDC i la HA. L'α-FMH inhibeix l�HDC cerebral amb una constant d�inhibició 

(Ki) aproximadament de 10-5 M. L'α-FMH no inhibeix altres descarboxilases com la 

DOPA descarboxilasa o la glutamat descarboxilasa (Skratt et al., 1994; Prell et al., 

1996). 

 

REGULACIÓ DE LA SÍNTESI D�HISTAMINA EN EL CERVELL 
 

Com que la HA no penetra la barrera hematoencefàlica, la modulació de la síntesi d�HA 

és crucial per al manteniment dels nivells de l'amina en el cervell. S�ha vist, 

mitjanançant una sèrie d�estudis in vivo (Itoh Y., 1988; Pollard et al., 1974) i en talls de 

teixit (Verdiere et al., 1975; Arrang et al., 1987b), que els nivells d�HA cerebral estan 
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eficientment regulats. Tanmateix, es desconeixen els mecanismes que regulen els nivells 

d´HA, i en particular els que actuen de forma ràpida sobre l'HDC. Aquests darrers són 

objecte d'estudi d'aquesta tesi.  

S�han descrit diferents substàncies capaces d�induir l�expressió d�mRNA d�HDC en 

teixits perifèrics com per exemple la gastrina en l�estómac (Chen et al., 1994; 

Hakanson, 1972), però en el cervell no s�ha descrit cap regulació de l�expressió de 

l�HDC. 

 L�HDC cerebral no està  saturada per la His ni pel seu cofactor, el piridoxal-5-fosfat 

(Palacios et al., 1978) de manera  que en condicions fisiològiques la disponibilitat de 

substrat i de cofactor poden ser  factors reguladors de l�activitat de l�enzim.  

Com es pot deduir de l'apartat anterior, el processament proteolític del precursor de 74 

kDa de la HDC podria constituir un mecanisme de regulació de la síntesi d�HA. D'altra 

banda, un altre mecanisme de regulació de la síntesi d'HA podria ser la fosforilació de 

l'HDC en les seqüències consens anteriorment mencionades. Durant el transcurs 

d'aquesta tesi el nostre grup ha descrit que, en miniprismes d�escorça cerebral de rata, 

l�augment dels nivells d�AMPc estimula la síntesi d�HA per la via de la  PKA (Gómez-

Ramírez et al., 2002) . 

En el cervell,  diferents estudis in vivo  i in vitro (sinaptosomes i talls de cervell) 

demostren que la síntesi d�HA s�inhibeix  per l�activació dels autoreceptors  

histaminèrgics H3, possiblement per la via de l�adenilat ciclasa-proteïna cinasa A  

(Arrang et al.,1987; Lovenberg et al., 1999; Gómez-Ramírez et al., 2002). També s'ha 

descrit que altres tipus de receptors com els adrenèrgics α2 (Gulat-Marnay et al., 

1989b), els muscarínics M1 (Itoh, 1988; Gulat-Marnay et al., 1989a) i els gabaèrgics 

(Okakura-Mochizuki, 1996) poden inhibir la síntesi d'HA, encara que es desconeixen 

els mecanismes implicats. 

En miniprismes d�escorça cerebral de rata la despolarització per 30 mM de potassi, en 

presència de calci, augmenta la síntesi d�HA  i aquest efecte es reverteix per acció 

d�agonistes del receptor H3 (Arrang et al., 1987; Arrang et al., 1983) però no en 

presència d�inhibidors de la PKA (Gómez-Ramírez et al., 2002). No obstant això, 

paradoxalment la incubació dels miniprismes en absència de Calci estimula la síntesi 

d�HA un 200% per sobre dels valors control amb 2.6 mM de calci, a través d�un 

mecanisme desconegut (Arrang et al., 1987b).  
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Figura 1.2. Síntesi i metabolisme de la HA 
Les línies contínues indiquen les vies de síntesi i degradació de la HA en el cervell. 
Les línies discontínues indiquen altres vies descrites fora del sistema nerviós central. HDC, 
histidina descarboxilasa; HMT, histamina metiltransferasa; DAO, diamino oxidasa; MAO, 
monoamino oxidasa. Els aldehids intermediaris que es representen entre claudàtors són 
hipotètics perquè encara no s�han aïllat. 
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EMMAGATZEMATGE DE LA HISTAMINA EN EL CERVELL 
 

Mitjanançant estudis  histològics i de fraccionament subcel·lular s�ha pogut veure que 

en el cervell de la rata, la HA s�emmagatzema en mastòcits i neurones (Picatoste et al., 

1977; Ferrer et al.,1979; Hough i Green,1984; Goldschmidt et al.,1984; Blanco et al., 

1987). Durant la primera setmana de vida postnatal els nivells d'HA en el cervell de la 

rata són molt elevats (300-400 ng/g), i més del 90% de l'amina es localitza en mastòcits. 

A partir dels 7 dies de vida postnatal el nombre de mastòcits va minvant fins a 

estabilitzar-se en els valors de l'adult cap a la tercera setmana. En els cervells  de les  

rates adultes els nivells d'HA són baixos (al voltant dels 50 ng/g); només alguns 

mastòcits persisteixen en la regió talàmica i la HA que contenen aquestes cèl·lules 

representa un 25% del total de la HA cerebral (Ferrer et al., 1979; Blanco et al.,1987). 

Malgrat que és cert que s'han trobat mastòcits en el cervell de totes les espècies en què 

s'han buscat (Ibrahim 1974a; Ibrahim et al., 1974b; Oishi et al.,1983; Blanco et al.,1987) 

l'evolució ontogenètica del nombre  d'aquestes cèl·lules possiblement varia d'unes 

espècies a altres. Quant a la HA neuronal, augmenta des del naixement fins als 20 dies 

seguint una corba paral·lela a la de la sinaptogènesi com correspon a un 

neurotransmissor (Ferrer et al.,1979).  

S�ha vist que la HA té una distribució subcel·lular atípica ja que el 30% de l'amina es 

localitza  en la fracció nuclear crua (P1) (Kataoka i De Robertis, 1967; Kuhar et al., 

1971a) enfront del 5-10% dels altres neurotransmissors aminèrgics (Kuhar et al.,1971b; 

Coyle i Kuhar 1974). Això es deu al fet que els grànuls que contenen HA en els 

mastòcits  sedimenten en  la fracció nuclear crua P1 (Uvnas 1971; Picatoste et al.,1977). 

En les neurones histaminèrgiques la HA es sintetitza en el citoplasma i s�emmagatzema 

en vesícules sinàptiques (Kuhar et al., 1971)  que sedimenten principalment en la 

fracció sinaptosomal (P2). Tenint en compte que en la fracció sinaptosomal P2 la HA es 

troba dins de les vesícules sinàptiques i que la major part d�HDC es troba en el 

citoplasma, és lògic pensar que la HA es sintetitza en el citoplasma i després 

s�emmagatzema en les vesícules sinàptiques a través del transportador VMAT2 tal com 

passa amb altres neurotransmissors aminèrgics (Schwartz et al.,1991; Merickel i 

Edwards, 1995). 
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Figura 1.3. Seqüència de nucleòtids i d�aminoàcids del clon d�HDC-18. El nombre 
de residus aminoacídics i de nucleòtids s�indica a la dreta 
La regió que té homologia amb el gen DDC de Drosophila s�indica a sobre de la 
seqüència de nucleòtids. També es pot veure una seqüència poli(A) d'addició de senyal 
(AATAAA) subratllada. La metionina inicial és el primer residu de metionina que 
segueix el punt d�inici de la transcripció putativa en el gen. Les puntes de fletxa 
marquen el primer residu del clon HDC-21. El clon HDC-2,3 comença en el residu 118. 
Les lletres a sobre de la seqüència de nucleòtids indiquen les diferències que hi ha en 
alguns clons de cDNA d�HDC. També es subratllen els llocs potencials de N-
glicosilació [Asn-Xaa-(Thr o Ser)]. El punt de N-glicosilació del residu 304 és adjacent 
al lloc d�unió del piridoxal-5-fosfat (Lys307) i probablement inactivaria l�enzim si es 
glicosilés (Joseph et al., 1990). 
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ALLIBERAMENT DE LA HISTAMINA EN EL CERVELL 
 

Tant  in vitro (Verdiere et al.,1975; Itoh et al., 1988) com in vivo (Philippu et al., 1982), 

s�ha observat que la despolarització per potassi  fa que s�alliberi HA de les neurones 

però no dels mastòcits. Estudis amb llesques de diferents àrees cerebrals revelen que la 

[3H]-HA sintetitzada a partir de [3H]-His s�allibera per despolarització induïda per 

potassi (Verdiere et al., 1975), estímuls elèctrics (Van der Werf et al., 1987) o 

veratridina (Arrang et al., 1985). Aquest alliberament d'HA s�inhibeix completament en 

absència de calci extracel·lular o en presència de 10 mM de Mg2+ (Arrang et al., 1983). 

 L�alliberament d�HA en talls de teixit i sinaptosomes s'inhibeix per agonistes de 

diferents tipus de receptors, com per exemple els receptors H3 de la HA (Arrang et al., 

1983), els muscarínics M1 (Gulat-Marnay et al., 1989a), els receptors α-2  (Gulat-

Marnay et al., 1989b) i els receptors  Kappa d�opioids (Gulat-Marnay C., 1990). 

L�estimulació dels receptors opioids mu, en canvi, augmenta l�alliberament d�HA (Itoh 

et al.,1988) (taula 1.1). 

 

INACTIVACIÓ I RECANVI DE LA HISTAMINA 
 

Estudis fets amb talls de cervell i sinaptosomes indiquen que no hi ha cap sistema de 

recaptació d�alta afinitat d�HA en les terminals de les neurones histaminèrgiques 

(Neame et al., 1964; Schwartz et al., 1991). En canvi, sí que s�ha descrit recaptació 

d�HA en cultius de glia astrocitària (Huszti et al., 1994 i 1998). Així doncs, juntament 

amb les neurones colinèrgiques, les neurones histaminèrgiques són les úniques neurones 

aminèrgiques conegudes que els manca el sistema de recaptació d�alta afinitat del 

neurotransmissor.  

Encara que en teixits perifèrics s�ha descrit una desaminació oxidativa de la HA per la 

via  de la diamino oxidasa (DAO), en el cervell de mamífers l�única via de degradació 

sembla ser la metilació de l�amina, catalitzada per l�enzim histamina-N-metiltransferasa 

(HMT) per donar telemetil-HA (metHA).  

La purificació de l�HMT ha permès determinar les seves propietats catalítiques 

(Verburg, 1986). Aquest enzim catalitza la transferència del grup metil des de la S-

adenosil metionina (SAM) al nitrogen en posició tele del grup imidazol de la HA, 

seguint un mecanisme bibi ordenat. La inhibició de la HMT in vivo administrant 
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amodiaquina (Thithapandha et al., 1978) o metoprina (Duch et al., 1978) fa que 

augmentin els nivells d�HA en el cervell de rata, fet que confirma el paper clau que ha 

de tenir la HMT en la inactivació de la HA.  

La metHA es desamina de forma oxidativa per la MAO tipus B donant lloc a l�àcid 

telemetilimidazolacètic, que representa el producte final de degradació de la HA en el 

cervell de mamífers (figures 1.2 i 1.4).  

La relació entre la histamina que es forma i la que es metila és la taxa de recanvi, que es 

pot utilitzar com a indicador de l�activitat de les neurones histaminèrgiques, i varia molt 

d�una regió cerebral a una altra. En estudis de recanvi utilitzant His o HA marcades 

radioactivament (Dismukes i Snyder, 1974; Pollard et al., 1974), s�ha vist que la vida 

mitjana de la HA en el cervell és molt curta (de 1 a 6 hores, segons els estudis) fet que 

indica l'eficiència del mecanisme d'inactivació de l'amina. 

Com que la HA que s�allibera no es recapta en les neurones i sí en els astròcits (Huszti 

et al., 1994 i 1998) i la presència d'HMT en astròglia (Schwartz et al., 1991) podria ser 

que la HA alliberada es captés i inactivés per metilació en la glia astrocitària (Hough L.  

1999) (figura 1.4).  

 

 
 

Figura 1.4. Síntesi, alliberament i degradació de la HA neuronal. 
1, transport de L-histidina (His) a l�interior de la neurona histaminèrgica; 2, síntesi d�histamina 
(HA) catalitzada per la histidina descarboxilasa (HDC); 3, la HA entra en les vesícules 
sinàptiques; 4, alliberament d�HA per exocitosi; 5, activació dels receptors postsinàptics; 6, 
retroinhibició a través dels receptors H3 de la síntesi i alliberament d�HA; 7, transport d�HA cap 
a l�interior dels astròcits (no s�han trobat indicis de recaptació de la HA per part de les 
neurones);  8, metabolisme catalitzat per la histamina-N-metiltransferasa (HMT); 9, oxidació de 
la telemetil-histamina (t-mHA) catalitzada per la monoaminooxidasa tipus B (MAO B). La 
localització cel·lular dels passos 7, 8 i 9 encara no ha estat aclarida. T-MIAA, àcid tele- 
metilimidazolacètic (Hough L., 1999) 
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CARACTERÍSTIQUES I LOCALITZACIÓ DE LES NEURONES 
HISTAMINÈRGIQUES 
 

L�any 1974 es va veure que després de lesionar l�àrea hipotalàmica lateral disminuïa 

l�activitat HDC en moltes regions del cervell de rata, fet que evidenciava l�existència 

d�una via neuronal histaminèrgica ascendent (Garbarg et al., 1974) (figura 1. 5). 

Deu anys més tard, l�ús de tècniques immunohistoquímiques va permetre localitzar les 

neurones histaminèrgiques en el cervell  utilitzant com a eines de marcatge  anticossos 

contra la HA (Panula et al., 1984) o anticossos policlonals contra l�HDC purificada a 

partir d�extractes de fetge de rata fetal  (Watanabe et al., 1984).   

 

 
 

Figura 1.5. Vies histaminèrgiques representades en un tall sagital de cervell de rata 
Els cossos neuronals es troben en els nuclis tuberomamil·lars de l�hipotàlem, i des d�aquí  es 
projecten a gairebé totes les àrees cerebrals per mitjà d�una via ascendent i una altra via 
descendent. AH, hipotàlem anterior; CC, cos callós; Cer, cerebel; CG, substància gris central; 
CX, escorça; DR, rafe dorsal; f, fòrnix; Hip, hipocamp; LS, septe lateral; MD, tàlem medio-
dorsal; OB, bulb olfactori; Pn, nuclis pontins; Sol, nuclis del tracte solitari; SOX, decussació 
supraòptica; VDB ramificació ventral de la banda diagonal ventral; VMH, nuclis hipotalàmics 
ventromedials (Schwartz et al.,1991). 
 

En tots els mamífers estudiats, els cossos cel·lulars de les neurones histaminèrgiques es 

troben reclosos en els nuclis tuberomamil·lars (nTM), situats en la part posterior de 

l�hipotàlem. Aquests nuclis estan formats per un conjunt de neurones magnocel·lulars i 

parvocel·lulars. En el cervell de rata els nTM es divideixen en 5 subgrups anomenats 

E1-E5 (Ericson et al., 1987)(figura 1.6). 
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Les neurones histaminèrgiques dels nTM tenen característiques electrofisiològiques 

similars a les d�altres neurones aminèrgiques. Emeten impulsos elèctrics espontanis  de 

forma lenta (0-3 Hz), regular i rítmica (Reiner i McGeer, 1987; Haas i Reiner, 1988). 

L�emissió d�impulsos de les neurones dels nTM  varia al llarg del cicle son-vigília; és 

màxima durant els períodes de vigília i nul·la durant la fase REM (Sakai et al., 1990). 

En els nuclis histaminèrgics dels nTM la HA es pot colocalitzar amb altres 

neurotransmissors i/o els enzims que els sintetitzen (Kohler et al., 1985; Yamamoto et 

al., 1990; Ericson et al., 1991B; Onodera et al., 1994). En algunes d'aquestes neurones 

s'ha trobat  glutamat descarboxilasa (l�enzim que sintetitza GABA), GABA, GABA-

transaminasa, adenosina desaminasa (l�enzim responsable de la inactivació del 

neurotransmissor adenosina), monoamino oxidasa B (MAO-B) i diferents neuropèptids 

com Met-Enk-Arg6-Phe7, substància P, galanina o l�hormona alliberadora de 

tirotropina (TRH) (Schwartz et al., 1991). 

Projecció de les neurones histaminèrgiques arreu del SNC. 
  

Les neurones histaminèrgiques envien els seus àxons a gairebé totes les zones del 

cervell de rata (Panula et al., 1989) (figura 1.5), conillet d�Índies (Airaksinen et al., 

1988) i del cervell humà (Panula et al., 1990).  Presenten poques sinapsis típiques i 

moltes varicositats per on es creu que alliberen gran part de la HA. 

En el cervell i la medul·la espinal de mamífers s�han descrit dues vies histaminèrgiques 

ascendents i almenys una de descendent. La via ascendent ventral connecta amb 

l�hipotàlem anterior, la banda diagonal, el septe i el bulb olfactori. Les vies ascendents 

dorsals  arriben al tàlem, l�hipocamp, l�amígdala i a les estructures rostrals del cervell 

anterior. En rates, la via descendent està associada amb el fascicle longitudinal medial i 

proporciona inputs al tronc de l�encèfal i a la medul·la espinal.  

Els subgrups de cèl·lules histaminèrgiques es poden considerar un sol grup funcional 

(Wada et al., 1991), ja que les ramificacions se solapen unes amb les altres (Kohler et 

al., 1985). 
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Figura 1.6. Les neurones histaminèrgiques tenen els cossos cel·lulars en els nuclis 
tuberomamil·lars de l�hipotàlem posterior. 
 

 
  

 

Encara que gairebé totes les àrees del SNC contenen fibres histaminèrgiques, la densitat 

de la innervació és heterogènia. Les zones amb més densitat de fibres histaminèrgiques 

són l�hipotàlem, la banda diagonal ventral, el septe i el bulb olfactori. L�escorça 

cerebral, l'amígdala, l'estriat, el nucli acumbens i el tàlem presenten una innervació 

histaminèrgica moderada. L'hipocamp  està poc innervat.  Les projeccions cap al cervell 

mitjà, tronc encefàlic, cerebel i medul·la espinal solen ser menys denses que les vies 

ascendents, amb algunes excepcions, com per exemple la substància nigra i l'àrea 

tegmental ventral (Schwartz et al., 1991).  

Tot i que algunes regions reben una baixa densitat de fibres histaminèrgiques, presenten 

una elevada densitat de receptors histaminèrgics, de manera que no hi ha una correlació 

Des d�aquí projecten els seus àxons a gairebé
totes les àrees del SNC. En la figura es mostren
talls frontals dels nuclis tuberomamilars i les
neurones histaminèrgiques (punts rodons)
agrupades formant els diferents subgrups (E1-
E5). Arc, nucli arcuat; DM, nuclis hipotalàmics
dorsomedials; LM, nuclis mamil·lars laterals;
MM, nuclis mamil·lars medials; MR, recés
mamil·lar; PM, nuclis premamil·lars; 3V, tercer
ventricle; VMH, nuclis hipotalàmics
ventromedials. (Scwartz et al.,1991). 
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entre densitat de fibres i densitat de receptors  (Schwartz et al., 1991). Això estaria en 

relació amb el fet que en regions poc innervades per fibres histaminèrgiques, com per 

exemple la regió CA1 de l�hipocamp, els efectes electrofisiològics de la HA són  

importants.  D'aquesta manera, un reduït nombre de neurones histaminèrgiques pot 

exercir la seva influència en la major part del sistema nerviós central (SNC).  

Inputs de les neurones histaminèrgiques  
 
Sobre els inputs aferents de les neurones histaminèrgiques dels  nuclis tuberomamil·lars 

se�n sap ben poca cosa. No obstant això, mitjanançant tècniques histoquímiques  s�ha 

vist que les neurones histaminèrgiques reben innervacions de neurones procedents de  

l�escorça límbica i prefrontal, i d�uns quants grups de neurones de l�hipotàlem, 

concretament de les àrees preòptica i anterior (Wouterlood et al., 1987; Wouterlood et 

al., 1988; Ericson et al., 1991a) (figura 1.7). 

A més, els grups de cèl·lules adrenèrgiques C1-C3, els A1-A2 de cèl·lules 

noradrenèrgiques i els B5-B9 de cèl·lules serotoninèrgiques del tronc encefàlic també 

envien terminals  als nuclis histaminèrgics (Ericson et al., 1989). 

Les neurones dels nTM reben un fort input gabaèrgic, responsable de la inhibició de 

l�impuls histaminèrgic durant els períodes de son (Sherin et al., 1996; Yang i Hatton, 

1997; Stevens et al., 1999). Aquest input gabaèrgic procedeix de la banda diagonal de 

l�àrea de Broca, de l�hipotàlem lateral i de la banda preòptica ventrolateral (un centre 

important de control de la son)(Sherin et al., 1998). El GABA alliberat per aquestes 

neurones  inhibeix les neurones histaminèrgiques per mitjà dels receptors GABAA 

(Yang i Hatton, 1997) i GABAB (Stevens et al., 1999).  D'altra banda, la galanina s�ha 

descrit que hiperpolaritza les neurones histaminèrgiques dels nTM (Schonrock et al., 

1991) i es localitza en les mateixes terminals nervioses gabaèrgiques procedents de 

l�àrea preòptica, per la qual cosa també pot tenir un paper modulador en la transmissió 

histaminèrgica. Recentment s�ha vist que fibres que contenen un pèptid hipotalàmic, 

l�orexina, innerven el cos neuronal i les dendrites proximals de les neurones 

histaminèrgiques, fet que suggereix un paper modulador de l�orexina (Chemelli et al., 

1999). 

Les neurones histaminèrgiques també reben aferències ascendents, presumiblement 

colinèrgiques, procedents del tegment mesopontí (Ericson et al., 1991a), amb un paper 

important en el control de l�estat de vigília.  
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 Efectes de la histamina en altres 
sistemes de neurotransmissors 

Efectes d�altres neurotransmissors 
en les neurones histaminèrgiques 

Neurotransmissor Acció sobre el 
neurotransmissor

Receptor Efecte Acció sobre  
la histamina 

Receptor Efecte

Acetilcolina alliberament H3 ↓a alliberament M1 ↓ 
Acetilcolina alliberamentb H2 ↑ alliberamentb M1 ↓ 
Acetilcolina    turnover muscarínic ↓ 
Acetilcolina    turnover nicotínic ↓ 
CGRP, 
Substància P 

alliberamentc H3 ↓    

Dopamina alliberament H3 ↓ alliberamentb D2 ↑ 
Dopamina nivells de 

DOPAC 
H1 ↑d alliberamentb D3 ↓ 

GABA alliberament H3 ↓ alliberamentb GABAA,B ↓ 
GABA    turnover ? ↓ 
Glutamat    alliberamentb NMDA ↑ 
Norepinefrina alliberament H3 ↓ alliberament α2 ↓ 
Norepinefrina alliberamentb H1 ↑    
Norepinefrina turnover H1 ↑    
Opioids    alliberament κ ↓ 
Opioids    turnover κ ↓ 
Opioids    alliberamentb µ ↑ 
Opioids    turnover µ ↑ 
Serotonina alliberament H3 ↓ alliberamentb 5HT2C/2A ↑ 
Serotonina nivells 5-HIAA H1 ↑e turnover 5HT1A ↓ 

 
 
Taula 1.1. Resum de les interaccions entre el sistema histaminèrgic i altres sistemes de 
neurotransmissors  
Si no s�especifica el contrari, els experiments d�alliberament s�han fet en sinaptosomes o 
llesques de cervell. 
a la inhibició pel receptor H3 podria ser indirecta 
b l�alliberament s�ha mesurat amb tècniques aplicades en animals vius 
c alliberament mesurat en teixit de cor perfós 
d alguns efectes de la histamina sobre neurones dopaminèrgiques depenen de l�activitat 
noradrenèrgica  
e la histamina exògena, però no l�endògena, augmenta els nivells de metaòlits de la 5- 
hidroxitriptamina (5-HT). CGRP, pèptid relacionat amb el gen de la calcitonina; DOPAC, àcid-
3,4- dihidroxifenilacètic; 5-HIAA, àcid 5-hidroxi-indolacètic; NMDA, N-metil-d-aspartat. 
(Hough L., 1999). 
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Figura 1.7. Regulació de les neurones histaminèrgiques per altres tipus neuronals. 
Les neurones gabaèrgiques i alliberadores de galanina que provenen de l�àrea preòptica 
ventrolateral inhibeixen l�activitat histaminèrgica en període de son. Altres tipus de neurones 
(acetilcolinèrgiques procedents del tegment mesopontí; serotoninèrgiques procedents  dels 
nuclis del rafe) exciten les neurones histaminèrgiques. Les neurones adrenèrgiques i nor-
adrenèrgiques principalment, modulen l�activitat histaminèrgica indirectament a través de les 
neurones gabaèrgiques. AMPA, α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol; NMDA, receptors de N-
metil-D-aspartat; ORX1/2, receptors de tipus 1 i 2 de l�orexina; VDCCS, canals de calci 
dependents de voltatge (Brown et al.,2001). 
 

 

ELS RECEPTORS DE LA HISTAMINA 
 

Es coneixen quatre subtipus de receptors de la HA (H1, H2, H3 i H4), que pertanyen a 

la superfamília de receptors amb 7 dominis transmembrana, tots ells acoblats a proteïnes 

G.  
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característiques H1 H2 H3 H4 

Localització 
gènica (humans) cromosma 3 cromosoma 5 cromosoma 20 cromosoma 18 

Proteïna 486 Aa 358 Aa 445 Aa 390 Aa 

Mecanisme de 
transducció 
 

pGq/11, → PI-PLC: 
IP3[↑Calci,↑cGMP] 
↑DAG [↑PKC] 
PI-PLA2: ↑AA, ↑TXA2 

pGs →AC:↑cAMP 
↑PI-PLC:Calci, IP3

e 
↓AAe 

pGi → AC: ↓cAMP 
↓ Calci 

pGi → PI-PLC 
↑Calci ↓cAMP? 

Distribució* SNC: tàlem, escorça, 
cerebel, hipocamp 

SNC: ganglis basals, 
formació 
hipocampal, 
amígdala 

SNC: escorça, 
hipocamp, tàlem, 
hipotàlem 

no SNC:  
medul·la òssia, 
melsa, pulmó, 
intestí prim, 

Localització neurones, astròcits i vasos 
sanguinis 

neurones, astròcits i 
vasos sanguinis neurones 

leucòcits, 
mastòcits, 
fibroblasts, 
cèl·lules epitelials 
i endotelials, etc. 

     

Agonistes 2-tiazolil-etilamina, 2(3-
bromofenil) -histamina 

dimaprit, 
impromidina 

R(α)metil-
histamina, imetit, 
immepip 

R(α)metil-
histamina, imetit 

Antagonistes i/o 
agonistes 
inversos 

mepiramina, astemizol, 
cetrizina, loratadina 

cimetidina, 
ranitidina, 
burimamida, 
famotidina 

proxifan, VUF4904, 
tioperamida, 
clobenpropit 

tioperamida, 
clobenpropit 

 

Taula 1.2. Resum de les característiques dels receptors de la histamina. L�interrogant 
indica característiques suggerides en la bibliografia però pendents de confirmació. 
* s�ha de tenir en compte que la distribució dels receptors en el cervell varia molt entre les 
espècies; la distribució de l�H1 i H2 correspon al cervell del conillet d�Índies, la de l�H3 
correspon al cervell de rata. AA, àcid araquidònic; TXA2, tromboexà A2; IP3, inositol 1,4,5-
trifosfat; DAG, diacilglicerol; PKC, proteïna cinasa C,  PI- PLC, fosfolipasa C específica de 
fosfoinosítids; SNC, sistema nerviós central (taula modificada de Hough L. 1999). 
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Receptors H1 
 

Els receptors histaminèrgics H1 estan implicats en diferents processos dels quals els 

més coneguts són  les al·lèrgies i les inflamacions en teixits perifèrics i el cicle son-

vigília en el SNC (McCormick i Williamson, 1991; Reiner i Kamondi, 1994). En el 

cervell, encara que hi ha una petita fracció dels H1 en microvasos cerebrals i en 

astròcits, aquests receptors majoritàriament es troben en neurones (Bouthenet et al., 

1988). La distribució d�aquests receptors en el SNC varia molt entre espècies; en el 

conillet d�Índies, per exemple, s�han vist densitats altes en l�escorça, l�hipocamp i 

l�hipotàlem (Chang et al., 1979). En general, però, aquest receptor es troba àmpliament 

distribuït en el SNC, essent més abundant en les àrees del cervell que controlen els 

estats d�alerta o vigília com són el tàlem, l�escorça, el grup de cèl·lules colinèrgiques del 

tegment mesopontí i la part  anterior basal del cervell, el locus coeruleus i nuclis del rafe 

(Palacios et al., 1981; Bouthenet et al., 1988).  

El receptor H1 està format per una glicoproteïna de 56 kDa que comprèn una seqüència 

de 486 a 487 aminoàcids. El gen que codifica pel receptor H1 es troba en el cromosoma 

3 (Fukui et al., 1994; Le Coniat et al., 1994). 

Quant a la farmacologia del receptor es coneixen diversos agonistes (2-pyridyl-

etilamina, 2-tiazoliletilamina o 2-[3-bromofenil]histamina) i antagonistes (mepiramina, 

astemizol o loratadina) selectius i potents. 

Mecanisme de transducció dels receptors H1  
 

La unió de la HA als H1 activa via proteïna Gq/11 la fosfolipasa C (PLC), que 

hidrolitza el fosfatidil-4-5-bisfosfat de la membrana i dóna lloc a dos segons missatgers: 

inositol-1,4,5- trifosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG); aquest últim activa, juntament amb 

el calci alliberat per l'IP3, la proteïna cinasa C (Schwartz et al., 1995) (figura 1.8). En 

cultius de cèl·lules intactes també s�ha descrit que l�estimulació dels H1 amplifica la 

resposta generada per activadors de l�adenilat ciclasa, com l�adenosina (Hollingsworth i 

Daly, 1986), les catecolamines (a través dels receptors α-adrenèrgics) (Daly et al., 

1980), el VIP (Vasoactive Intestinal Peptide) (Magistretti i Schoderet,1985) i per la 

mateixa HA a través de receptors H2, per mecanismes mal coneguts. Els receptors H1 

també estimulen la fosfolipasa A2 (PLA2), amb el consegüent alliberament d�àcid 

araquidònic i els seus metabòlits (Schwartz et al.,1992). 
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La  HA, a través dels receptors H1,  activa la glucogenòlisi (Quach et al., 1980) i la 

formació de GMPc (Richelson, 1978). Fora del sistema nerviós central els receptors H1 

estan implicats en la relaxació de la musculatura llisa, augmentant la concentració de 

calci de l�endoteli i la síntesi i alliberament d�òxid nítric (ON). En el cervell l�activació 

dels receptors H1 despolaritza neurones corticals actuant sobre la conductància del 

potassi (Reiner i Kamondi, 1994) i facilita la despolarització provocada per receptors 

NMDA (Payne i Neuman, 1997). 

L�activació del receptor H1 provoca fortes despolaritzacions a causa de la inhibició del 

degoteig de potassi pels canals de potassi (gKCalci). En les neurones del septe la 

despolarització s�origina per activació dels canals catiònics dependents de calci i/o pel 

bescanviador sodi/calci.  

 

 
 

Figura 1.8. Mecanisme de transducció hipotètic dels receptors H1 
La unió de la HA als H1 activa via proteïna Gq/11 la fosfolipasa C (PLC), que hidrolitza el 
fosfatidil-4-5-bisfosfat de la membrana i dóna lloc a dos segons missatgers: inositol-1,4,5- 
trifosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG); aquest últim activa, juntament amb el calci alliberat pels 
IP3, la proteïna cinasa C (PKC). El calci alliberat dels reservoris intracel·lulars activa l�òxid 
nítric sintetasa (ONS) i pot activar canals catiònics o el bescanviador de sodi/calci. L�activació 
de la PKC pot fosforilar diferents proteïnes com el receptor NMDA del glutamat (NMDA). 
D�altres efectes atribuïts al receptor H1 són la producció d�àcid araquidònic (esquema modificat 
de Brown R.E., 2001) 
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Receptors H2 
 

Aquests receptors s�ha vist que estan implicats en diferents processos fisiològics com 

són la secreció gàstrica en teixits perifèrics  i la transmissió  i la plasticitat sinàptiques 

en SNC (Brown et al., 1995).  

 Els receptors H2 es troben en cèl·lules epitelials (com les de la mucosa gàstrica) i 

sobretot en neurones. En el cervell es localitzen en gairebé totes les regions i són 

especialment abundants en el caudat putamen, el nucli acumbens i el bulb olfactori 

(Ruat et al.,1990). 

El receptor és una proteïna de 40 kDa i 358-360 aminoàcids que està codificada per un 

gen sense introns que es localitza en el cromosoma 5 (Traiffort et al., 1995). Es 

coneixen diversos agonistes per aquests receptors com el dimaprit, amthamina o 

impromidina, i diversos antagonistes com la burimamida, cimetidina, ranitidina, 

tiotidina, famotidina o loratadina. Recentment s�ha vist que els receptors H2 presenten 

una activitat espontània en cèl·lules CHO transfectades (Smit et al., 1996), fet que porta 

a reclassificar compostos com la ranitidina i famotidina com a agonistes inversos, i la 

burimamida com a antagonista  neutre o clàssic. 

Mecanisme de transducció dels receptors H2 
 

Està ben establert que  quan s�activen els receptors H2 s�activa l�enzim adenilat ciclasa 

(AC) per mitjà d�una proteïna Gs, donant lloc a un increment marcat dels nivells 

d�AMPc (Hegstri et al., 1976) (figura. 1.9) i a l�activació de la PKA. No obstant, en el 

cervell l�activació dels receptors H2 també sembla que podria activar la PLC, 

augmentant els nivells de calci intracel·lular i d�IP3, i disminuint de l�alliberament 

d�àcid araquidònic (Arrang et al., 1995; Hill, 1990) encara que els mecanismes 

implicats en aquests efectes estan per aclarir i és possible que aquest receptor es pugui 

acoblar  tant  a la proteïna Gs com a la Gq, tal com  passa en altres receptors (per a 

revisió vegeu TIPS 2000).  
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Figura 1.9. Mecanisme de transducció hipotètic dels receptors H2  
Aquest receptor s'acobla a una proteïna Gs  a través de la qual activa l�adenilat ciclasa (AC) que 
sintetitza AMPc a partir d�ATP. L�AMPc s�uneix a la subunitat reguladora de la PKA (proteïna 
cinasa dependent d�AMPc) i fa que es dissociï de les subunitats catalítiques i activi l�enzim. 
Encara que està per demostrar sembla que un altre mecanisme de transducció de l'H2 en el 
cervell seria l'activació de la fosfolipasa C (PLC), que hidrolitzaria el fosfatidil-4-5-bisfosfat de 
la membrana i donaria lloc a dos missatgers secundaris: inositol-1,4,5- trifosfat (IP3) i 
diacilglicerol (DAG). 

 

Receptors H4 
 

Recentment diversos grups de recerca han descrit un nou grup de receptors 

histaminèrgics anomenats H4 (Nakamura et al., 2001; Liu et al., 2001; Nguyen et al., 

2001; Morse et al., 2001; Zhu et al., 2001). Aquests receptors s�expressen principalment 

en les cèl·lules mononuclears de la sang i en teixits que contenen elevades 

concentracions de cèl·lules sanguínies com per exemple la medul·la òssia, el fetge, el 

ronyó o el pulmó. En canvi, en el cervell no s'han trobat receptors H4. Recentment s�ha 

descrit la presència del receptor H4 en mastòcits (Hofstra et al., 2003) on té un paper 

regulador en la quimiotaxi (els mastòcits de ratolins K.O. pel receptor H4 no presenten 
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quimiotaxi en resposta a la HA). En els mastòcits, l'activació dels receptors H4 per la 

HA dóna lloc a una mobilització dels reservoris de calci intracel·lular a través de 

proteïnes Gi/o i la fosfolipasa C (PLC) (Hofstra et al., 2003).  

La majoria dels estudis estan d�acord  que  es tracta d�un receptor de la superfamília 

dels receptors acoblats a proteïna G amb una seqüència aminoacídica que té un 35%  

d'homologia amb  la del receptor H3.  Està format per una proteïna de 390 aminoàcids 

codificada per un gen que es localitza en el cromosoma 18. 

El perfil farmacològic d�aquests receptors és molt semblant al de l�H3; per tant, encara 

no hi ha lligands selectius per al receptor H4.  

  

 

 
 

Figura 1.10. Mecanisme de transducció hipotètic dels receptors H4  
Pel fet que ha estat descobert recentment, es coneix molt poc sobre el seu mecanisme de 
transducció. En mastòcits s�ha vist que l�activació dels receptors H4 activa la fosfolipasa C 
(PLC) i l�alliberament de calci dels reservoris intracel·lulars a través d�una proteïna Go/i; DAG, 
diacil glicerol; PIP2, fosfatidil-4,5-bisfosfat; IP3,  inositol 1,4,5-trifosfat.  
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Receptors H3 
 

Els receptors H3 es van descriure per primer cop l�any 1983, i es van classificar com 

autoreceptors inhibidors de la síntesi i alliberament de la HA (Arrang et al., 1983; 

Arrang et al., 1987b). Actualment existeixen evidències experimentals que indiquen que 

aquests receptors no només es localitzen presinàpticament en les neurones 

histaminèrgiques, sinó que també es troben en disposició presinàptica i postsinàptica en 

neurones no histaminèrgiques,  com es demostra pel fet que llur activació pot inhibir 

l'alliberament de diversos neurotransmissors (Schlicker et al 1994). El desenvolupament 

d�agonistes i antagonistes específics del receptor H3 ha permès caracteritzar-lo  

farmacològicament i establir-ne la distribució. L�any 1999 Lovenberg et al.,van clonar i 

expressar aquest receptor, la qual cosa presumiblement permetrà avançar ràpidament en 

l'estudi de les seves propietats moleculars i bioquímiques. 

 Propietats moleculars dels receptors H3  
 

 El receptor H3 és una proteïna de 445 aminoàcids amb molt poca homologia amb els  

receptors H1 i H2 així com amb altres receptors aminèrgics. Les màximes homologies 

les presenta amb els receptors adrenèrgics α2A i α2C i amb els receptors muscarínics 

M1 de l�acetilcolina (al voltant del 30%), mentre que amb els receptors H1 i H2 són 

només del 22 i el 23% respectivament, fet que explica per què s�ha trigat tant a clonar el 

receptor H3. A pesar d'aquestes reduïdes similituds, el receptor H3 presenta un residu 

Asp en el domini transmembrana III (TM3), el lloc d�unió putatiu a l�amina primària, 

característica comuna de la subfamília de receptors d�amines. L�anàlisi de la seqüència 

de la proteïna del receptor H3 per Motfinder revela un punt de glicosilació en Asn11 de 

l�N-terminal. La PKA podria fosforilar una Ser342 situada en el tercer loop 

intracel·lular i la PKC fosforilaria residus situats en el primer (Ser69), segon (Ser141, 

Thr149) i tercer loop intracel·lular (Ser310, Thr314, Ser319, Thr345) (Leurs et al., 

2000). Fins ara s�han descrit 4 isoformes funcionals del receptor H3 de rata que 

corresponen a proteïnes de 445 (H3(445)), 413 (H3(413)), 410(H3(410)) i 397(H3(397)) 

aminoàcids. La isoforma H3(445) correspon a una proteïna sencera amb un 93% 

d�identitat amb el receptor H3 humà. Les deleccions de 32-, 35- i 48- aminoàcids de les 

isoformes H3(413), H3(413) i H3(397) es localitzen a la meitat del tercer loop 
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intracitosòlic (I3), i afecten els llocs potencials de fosforilació. S�han descrit dues 

isoformes  anomenades H3(nf1) i H3(nf2)  presumiblement no funcionals producte de la 

generació de codons determinació (Drutel et al., 2001; Morisset et al., 2001). 

 

Distribució dels receptors H3 
 

Mitjanançant la tècnica de la transferència Northern s�ha vist que el receptor H3 només 

s�expressa en el cervell, sobretot en el tàlem i els nuclis caudats. En els teixits perifèrics 

estudiats (cor, placenta, pulmó, fetge, ronyó, pàncreas, melsa i timus) no s�ha trobat 

expressió d�H3 (Lovenberg et al., 1999; Drutel et al., 2001). 

Tal com indiquen les autoradiogradies fetes en el cervells de rata (Pollard et al., 1993) i 

de mico (Martínez-Mir et al., 1990) i el binding amb l'agonista selectiu [3H]-R-α-

metilhistamina, el nombre i la distribució dels receptors H3 pot variar molt entre les 

diferents espècies. 

En general, però, hi ha  molts receptors H3 en l�escorça cerebral, sobretot en les àrees 

rostrals i les làmines IV i V. En l�hipocamp hi ha un nombre relativament elevat de 

receptors H3 en el gir dentat, moderat en el subicle i baix en la fimbria. En el complex 

amigdaloide hi ha densitats altes d�H3 en el bed nucleus stria terminalis, coincidint amb 

una elevada innervació histaminèrgica ( Pillot et al., 2002) ( figura 1.11). 

En la part anterior basal del cervell hi ha abundants  receptors H3 en els bulbs olfactoris 

i el nucli acumbens, així com en la part dorsomedial de l�estriat. En el tàlem, els H3 es 

troben principalment en els nuclis de la línia mitjana, intralaminar i lateral. A 

l�hipotàlem la poca densitat d�H3 contrasta amb l�elevada innervació histaminèrgica. 

Finalment, la quantitat d�H3 en totes les capes del cerebel és molt baixa, així com en 

l�arrel dorsal de la medul·la espinal. Aquesta distribució dels receptors H3 no és 

paral·lela a la dels àxons histaminèrgics, fet que suggereix que la majoria d�aquests 

receptors no funcionen com a autoreceptors. Aquest fet es va confirmar amb la 

identificació de receptors H3 que controlen l�alliberament en terminals nervioses 

serotoninèrgiques (Schlicker et al., 1988), noradrenèrgiques (Schlicker et al., 1989), 

colinèrgiques (Prast et al., 1999) i glutamatèrgiques (Brown et al, 1996; Molina-

Hernández et al., 2000) de diferents àrees del cervell. 
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Figura 1.11. Talls sagitals de cervell de rata en els quals es pot veure la distribució dels 
receptors H3  
Per fixació del [125I] iodeproxifan (antagonista H3) i la distribució de l� mRNA del receptor. Els 
talls es van incubar amb 15 pM de [125I] iodeproxifan sol (binding total, B) o en presència d'1 
µM d�(R)α-metHA (binding no específic, A). La secció lateral del cervell és de 2.4 mm 
(Praxinos i Watson, 1998)(C). En les figures (D) i (E) es van incubar talls del mateix nivell de 
diferents animals amb sondes antisentit  i sentit respectivament marcades amb 32P (Pillot et al., 
2003). 
 



Introducció General  

 26

Mecanisme de transducció dels receptors H3  
 

Abans de la clonació del receptor H3 diversos estudis havien aportat proves que l�H3  

pertanyia  a la superfamília dels receptors acoblats a proteïnes G: 

1. La unió de l�[3H]-R-α-metilhistamina està regulada per nucleòtids guanina  (Arrang 

et al., 1990). 

2. La unió de [35S]-GTPγ[S] en membranes d�escorça de rata augmenta en presència 

d�agonistes H3 (Clark et al., 1996). 

3. L�efecte del receptor H3 és sensible a la toxina pertussis, fet que indica que el 

receptor està unit a una proteïna del subtipus Gi o Go (Clark et al., 1996; Lovenberg et 

al 1999; Drutel et al., 2001). 

En cèl·lules transfectades amb el receptor H3, l�activació del receptor inhibeix la 

formació d�AMPc estimulada per la forskolina (Lovenberg et al., 1999), fet que 

suggereix que l�AMPc podria se un segon missatger en el sistema de transducció de 

senyals lligat al receptor H3. Recentment el nostre grup va descriure que la forskolina 

estimulava la síntesi d'HA a través de la PKA i aquest efecte era modulat pel receptor 

H3 (Gómez-Ramírez et al., 2001).  

Diferents autors indiquen l�existència d�altres mecanismes de transducció del receptor. 

Takeshita et al (1998) observà que els receptors H3 modulen els canals de calci 

dependents de voltatge (CCAV) en neurones dissociades dels nTM. D'altra banda,  

Drutel et al (2001) van observar que, en cèl·lules COS-7, l�activació de certes isoformes 

del receptor  H3  de rata estimula la cascada de senyalització de la MAP cinasa i que 

aquesta activació era sensible a la toxina pertussis. 

Finalment, estudis recents han demostrat que el receptor H3 nadiu presenta una elevada 

activitat constitutiva en neurones histaminèrgiques. Aquesta conclusió deriva de 

l�observació  que determinats antagonistes com la tioperamida i el ciproxifan, a més 

d'antagonitzar els efectes dels agonistes també són capaços de potenciar l'alliberament 

d'histamina induïda per despolarització, disminuir el binding de [35S]-GTPγ[S] i 

augmentar els nivells de metHA en el cervell de ratolí, la qual cosa s�interpreta com el 

bloqueig d�una activitat inhibidora intrínseca del receptor (Morisset et al., 2000; 

Rouleau et al., 2002). En canvi, altres antagonistes com el proxifan (antagonista neutre) 

només poden bloquejar la inhibició de l�alliberament d�histamina  induïda per imetit en 

sinaptosomes despolaritzats per  K+. A partir d�aquests resultats la tioperamida es 



  Introducció General 

 27

considera un antagonista/agonista invers i en conseqüència cal que es revisi la 

descripció farmacològica dels diferents antagonistes d�aquest receptor. 

Paper dels receptors H3 en altres sistemes de neurotransmissió 
 

Com ja s'ha comentat en apartats anteriors, els receptors H3 es troben en les mateixes 

neurones histaminèrgiques, on funcionen com a autoreceptors regulant la síntesi i 

l�alliberament d�HA, i en altres tipus neuronals regulant l'alliberament de diversos 

neurotransmissors. 

S�han descrit tres accions principals dels receptors acoblats a proteïnes G sensibles a la 

toxina pertussis: inhibició de l�alliberament de neurotransmissors, inhibició dels 

corrents de calci d�alt llindar (high threshold) i la hiperpolarització per activació dels 

canals de potassi  (inwardly-rectifying). Està clar que els receptors H3 provoquen les 

dues primeres accions, però la connexió dels H3 amb els canals de potassi  encara està 

per demostrar.  

L�activació dels receptors H3 de les neurones dels nTM  provoca una inhibició dels 

canals de calci activats per voltatge (Takeshita et al., 1998)   i una inhibició de l�impuls 

nerviós (Haas et al., 1992). La inhibició dels  corrents de calci és bastant petita, però el 

canvi de la concentració de calci que provoca és  suficient per explicar la inhibició de 

l�alliberament.  

Els H3 regulen l�alliberament de neurotransmissors probablement a través de la 

interacció directa entre la proteïna Gi i els canals de caci activats per voltatge (CCAV) 

presinàtptics. S�ha descrit que els H3 inhibeixen del 20 al 60% l�alliberament de 

diferents  neurotransmissors, depenent de la concentració extracel·lular de calci 

(Schlicker et al., 1994, Brown et al., 1999B; Blandizzi et al., 2001; Silver et al., 2002). 

En l�hipotàlem de rata i en l�escorça d�altres espècies, els receptors H3 inhibeixen 

l�alliberament de 5-HT i noradrenalina (Schlicker et al., 1994). En experiments fets in 

vitro l�activació dels receptors H3  inhibeix l�alliberament d�acetilcolina en l�escorça de 

cervell de rata (Clapham et al., 1992). En el teixit estriatal de ratolí l�activació del 

receptor H3 inhibeix l�alliberament de dopamina (Schlicker et al., 1993), i en llesques 

d�estriat i de substància nigra de rata inhibeix l�alliberament de GABA induït  pel 

receptor dopaminèrgic D1 (Garcia et al., 1997). Mitjanançant estudis electrofisiològics 

amb llesques d�hipocamp s�ha vist que l�H3 inhibeix l�alliberament de glutamat (Brown 

et al., 1995). 
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Els diferents lligands H3 modulen l�alliberament d�acetilcolina  en l�escorça, l�estriat 

ventral i l�hipocamp (Prast et al., 1999). En l�hipocamp, l�alliberament d�HA de les 

terminals histaminèrgiques estimula l�alliberament d�acetilcolina via receptors H2 

(Mochizuki et al., 1994). L�administració sistèmica d�agonistes i antagonistes H3 

inhibeix o augmenta respectivament l�alliberament d�acetilcolina en l�hipocamp. En 

l�escorça cerebral de rates vives, l�activació dels receptors H3 postsinàptics estimula 

l�alliberament de GABA, fet que provoca una inhibició de l�alliberament d�acetilcolina  

induïda per despolarització (Giorgetti et al.,1997). La davallada de l�alliberament 

d�acetilcolina en l�escorça cerebral després de l�administració sistèmica d�agonistes H3 

coincideix amb un empitjorament de la resposta de les rates en els tests  que modelitzen 

la capacitat d�aprenentatge (Blandina et al., 1996). 

 

Farmacologia del receptor H3 
 

 La metilació del grup amino terminal de la HA dóna lloc a compostos com  la R-(α)-

metilhistamina que són agonistes més potents i selectius. Aquests agonistes han estat 

molt útils per a caracteritzar farmacològicament els efectes mediats pel receptor H3 

(Leurs et al., 1995a). D�altres agonistes són producte de substituir el grup amino per un 

grup isotiourea (imetit) o per un anell (immepip) (Vollinga et al., 1994) ( figura 1.14 ). 

En un principi la  R-(α)-metilhistamina ha estat l�agonista més usat tant in vivo com in 

vitro pel fet que fou el primer a ser sintetitzat. No obstant, l�elevada polaritat d'aquest 

compost dificulta la penetració a través de la barrera hematoencefàlica. D�altra banda, la 

histamina-N-metiltransferasa (HMT) metila l�anell imidazòlic i dóna lloc a un compost 

de vida mitjana curta en plasma humà (Rouleau et al., 1997). Aquests problemes han 

estat resolts amb l'aparició d�altres agonistes H3 com l�imetit i l�immepip (Krause et al., 

1995). 
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Figura 1.12. Mecanismes de transducció dels receptors H3 
Aquest receptor està acoblat a protetïna Gi/o i inhibeix l�adenilat ciclasa (AC) i la producció 
d�AMPc. A través de la proteïna Gi/o inhibeix l�alliberament de neurotransmissors (cetilcolina, 
noradrenalina, dopamina, serotonina, GABA...) a través de la inhibició de l�entrada de calci pels 
CCAV (canals de calci activats per voltatge). Com a autoreceptor regula l�alliberament i la 
síntesi d�HA per mecanismes mal coneguts. La inhibició de l�AC inhibeix la PKA i directament 
o indirectament la síntesi d�HA. 
 

 

L�antagonista prototip del receptor H3, anomenat tioperamida (Arrang et al., 1987A) té 

una afinitat nanomolar pel receptor H3 i travessa bastant bé la barrera hematoencefàlica. 

A pesar del seu ampli ús com antagonista selectiu, també presenta afinitat pel receptor 

5-HT3 (Leurs et al., 1995b) i probablement interacciona amb el transport de GABA 

(Yamamoto et al., 1997). Afegint un grup isotiourea a la cadena lateral de la 

tioperamida s�obté el clobenpropip, un antagonista deu vegades més potent in vitro, 

però amb poca capacitat de penetrar en el cervell. Amb l�objectiu d�optimitzar els 

efectes en el cervell i disminuir la toxicitat relacionada amb els grups tiourea i 

isotiourea, s�han substituït aquests grups per altres cadenes laterals amb grups polars 

(per exemple urees, amines, amides, éters, carbamats i oxadiazols) i s�ha donat lloc als 
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antagonistes H3 iodeproxifan, impentamina i GT2016 (figura 1.14). Molts d�aquests 

nous antagonistes són molt efectius i penetren molt bé la barrera hematoencefàlica en 

ratolins. El [125I]-iodefenpropit i el [125I]-iodeproxifan, entre altres han donat bons 

resultats com a radiolligands del receptor H3 (Ligneau et al., 1994). 

Tal com hem explicat anteriorment en l'apartat de mecanisme de transducció, el receptor 

H3 nadiu té una elevada activitat constitutiva regulant l�activitat de neurones 

histaminèrgiques en el cervell (Morisset et al., 2000; Wieland et al., 2001). A causa 

d�això substàncies com la tioperamida, el clobenpropit o el ciproxifan, que es 

classificaven com a antagonistes H3, ara es consideren agonistes inversos, mentre que el 

proxifan i el VUF4904 (un derivat nou de la impentamina) actuen com a antagonistes 

clàssics. 

 

 

 

 
 

Figura 1.13. Localització d�algunes de les respostes funcionals del receptor H3 en el cervell  
El receptor H3 modula l�alliberament de la HA i de molts altres  neurotransmissors arreu del 
cervell. Malgrat que es representa un cervell humà la majoria d�aquestes dades s�han obtingut 
en el cervell de diferents espècies de rosegadors (pres de Leurs, 1995a). 
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Propietats terapèutiques potencials dels receptors H3 
 

El receptor H3 modula gran varietat de funcions en el SNC, i els lligands H3 són bons 

candidats per a pal·liar alteracions en aquestes funcions com poden ser l�insomni, la 

hiperactivitat, l�epilèpsia, l�obesitat, etc.  

 

El son i la vigília. Els estats d’alerta 

 

La presència de les neurones histaminèrgiques en els nuclis tuberomamil·lars de 

l�hipotàlem posterior (una àrea implicada en el manteniment dels estats d�alerta) i les 

projeccions d�aquestes neurones arreu del cervell suggereixen que la histamina pot tenir 

un paper en el manteniment del cicle son-vigília. Les lesions en l�hipotàlem posterior 

provoquen somnolència en rates, gats i micos (Monti et al., 1993) i diferents estudis 

neuroquímics i electrofisiològics indiquen que l�activitat de les neurones 

histaminèrgiques és màxima durant els períodes de vigília i que davalla molt en 

períodes de son així com després de l�administració de barbiturats i altres substàncies 

hipnòtiques (Vanni-Mercier et al., 1984). A més, l�alliberament in vivo d�HA en 

l�hipotàlem de rates mostra un ritme circadià, amb  pics d�HA que coincideixen amb els  

períodes d�activitat motora màxima (Mochizuki et al.,1992). En rates, els agonistes H3 

augmenten la fase de  son d�ona lenta (slow-wave sleep) (Monti et al., 1993). En canvi 

l�administració sistèmica d�antagonistes H3 incrementa l�estat d�alerta i la motilitat de 

l�animal.  Els ratolins  knock-out per l'HDC manquen d�histamina cerebral i tenen el 

cicle son-vigília molt alterat (Parmentier R, et al., 2002).  

 

 Els processos cognitius i de memòria. 

 

S�ha relacionat les pèrdues cognitives lligades a diverses malalties neurodegeneratives 

com la malaltia d�Alzheimer amb alteracions en la transmissió acetilcolinèrgica. No 

obstant, l�envelliment cerebral i la malaltia d�Alzheimer van acompanyats de nombroses 

alteracions en diferents sistemes de neurotransmissors, entre els quals es troba el 

sistema histaminèrgic (Panula et al., 1998). Existeixen evidències directes que 

relacionen la neurotransmissió histaminèrgica amb l�aprenentatge i la memòria. Per 
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exemple, l�administració d�HA augmenta la capacitat cognitiva de rates mesurada pel 

test d�evitació passiva; en canvi, l�administració d�antagonistes H1 provoca una 

disminució de la memòria (Kamei et al., 1990; Kamei et al., 1991). Tal com descriuen 

diversos estudis d'alliberament, la HA modula l�activitat de les neurones colinèrgiques 

(Mochizuki, 1994; Blandina et al., 1996). A més, la tioperamida millora la latència de la 

resposta en el test d�evitació passiva en ratolins amb envelliment prematur (Meguro et 

al., 1995). Flood et al (1998) van descriure que l�administració de lligands H3  en el 

septe modulava la retenció de la memòria. Mitjanançant diferents tests de conducta s�ha 

vist que l�administració de tioperamida i clobenpropit  atenua l�amnèsia provocada per 

l�escopolamina en ratolins (Miyazaki et al., 1995; Miyazaki et al., 1997). Recentment, 

Orsetti et al (2001) han demostrat que la tioperamida millora la memòria en tasques de 

reconeixement. Tots aquests resultats suggereixen que els antagonistes i agonistes 

inversos del receptor H3 poden ser útils per al tractament dels dèficits cognitius. 

 

Trastorn d’hiperactivitat amb dèficit d’atenció (THDA) 

 

El THDA és un trastorn  del desenvolupament associat a alteracions motores, 

emocionals, d�aprenentatge i d�atenció. La disminució de neurotransmissors 

monoaminèrgics sembla contribuir a les alteracions dels afectats pel THDA (Oades et 

al., 1987). El fet que els lligands del receptor H3 són capaços de modular el cicle son-

vigília, les capacitats cognitives i l'alliberament de neurotransmissors fa pensar que 

aquests agents podríen ser útils en el tractament d'aquesta síndrome. De fet, en  models 

animals amb alteracions cognitives i motores semblants a les observades en el THDA 

(Dumery et al., 1987), l�administració de l�antagonista H3, GT2016 disminueix les 

alteracions motores i millora la resposta en el test multiprova d�evitació passiva.  

 

Epilèpsia 

 

En processos epilèptics la HA endògena té efectes anticonvulsius. Diferents autors 

indiquen que diversos antagonistes/agonistes inversos del receptor H3 (tioperamida i 

clobenpropit) disminueixen la susceptibilitat de patir convulsions induïdes elèctricament 

en ratolins (Murakami et al., 1995; Yokoyama et al., 1993; Yokoyama et al., 1994). 

Aquests resultats  podrien estar relacionats amb l'augment de l�alliberament d�HA induït 
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per aquestes substàncies. Per tant, seria interessant estudiar les aplicacions dels 

antagonistes/agonistes inversos H3 en el  tractament de l�epilèpsia. 

 

Obesitat  

 

Diferents estudis coincideixen que la HA pot disminuir les ganes de menjar. Injeccions 

intracerebroventriculars (icv) d�HA provoquen una disminució de la ingesta en les rates; 

en canvi, l�aplicació d�antagonistes H1 o la disminució d�HA endògena augmenta 

aquesta ingesta (Sakata et al., 1995). Es creu que la HA disminueix la sensació de gana 

degut a l�activació dels receptors postsinàptics H1 en els nuclis ventrals medials de 

l�hipotàlem. També s�han trobat receptors H3 en aquesta regió (Pollard et al., 1993). 

L�administració icv de tioperamida suprimeix la ingesta de menjar, probablement a 

causa de l�augment de l�alliberament i síntesi d�HA provocada per aquest agonista 

invers. En les rates obeses Zucker (model genètic per a l�obesitat) ni la tioperamida ni 

els antagonistes H1 afecten la ingesta, fet que porta a pensar que alguns tipus d'obesitat 

podrien estar associats a alteracions en la neurotransmissió histaminèrgica (Machidori et 

al., 1992). Finalment, els ratolins K.O. per l�H3 tenen totes les característiques del 

fenotip obès ( Takahashi  et al.,2002 ). Així doncs, tots aquests resultats fan pensar  que 

els receptors H3 es podrien utilitzar com a diana farmacològica per al tractament de 

l�obesitat. 

 

 
Figura 1.14.  Estructures moleculars d�alguns dels agonistes, antagonistes i agonistes 
inversos del receptor H3.  
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Objectius 
 

Malgrat que la via de l�AC-PKA participa en la regulació de la síntesi d�HA cerebral,  

l�augment de la síntesi d�HA per despolarització no depèn de PKA (Gómez-Ramírez-

Ramírez et al., 2002) i s�inhibeix en presència de l�agonista H3 imetit (Arrang et al., 

1987b). A més, els receptors H3 modulen l�entrada de calci pels CCAV (Takeshita et 

al., 1998). Tot això indica que el receptor H3  podria modular la síntesi d�HA a través 

d�una via de transducció de senyal dependent de calci tal com s�ha vist per a altres 

neurotransmissors. 

Tenint en compte la importància de la histamina en diferents processos neurofisiològics 

i neuropatològics, així com el potencial farmacològic dels receptors H3, ens hem 

proposat l�objectiu de conèixer més sobre els mecanismes de  regulació de la síntesi i 

l�alliberament de la HA cerebral, i més concretament quin és el paper del calci en 

aquests mecanismes. Aquest propòsit general es pot concretar en diferents objectius que 

exposem a continuació, dels quals el primer representa una millora metodològica que 

ens ha facilitat l�assoliment dels restants objectius: 

 

1. Desenvolupar un mètode d�HPLC per purificar i mesurar la histamina marcada 

radioactivament que es sintetitza a partir d�histidina marcada.  

  

2. Estudiar si l�entrada de calci extracel·lular està implicada en la regulació de la 

síntesi i alliberament de la histamina durant la despolarització de les terminals 

histaminèrgiques.  

 

3. Estudiar si el receptor H3 modula la síntesi d�HA mitjanançant mecanismes 

dependents de calci. 

   

4. Determinar si la histidina descarboxilasa es modula per fosforilació per proteïnes 

cinases dependents d�AMPc o de calci.   
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Metodologia 
 

1. PURIFICACIÓ DE LA [3H]-HISTIDINA COMERCIAL 
 
La [3H]-histidina comercial (40-60 Ci/mmol)(Amersham) està marcada amb [3H]- en les 

posicions 3 i 5 de l�anell imidazol (figura 3.1.1). La taxa de descomposició indicada 

pels comerciants del producte és de 1-3% cada mes, però  pot augmentar durant 

l�emmagatzematge del producte. Aquesta radiòlisi de la [3H] -histidina genera una sèrie 

de productes indesitjables (entre els quals s�hi podria trobar [3H]-HA) que s�han 

d�eliminar per augmentar la sensibilitat del mètode. Per això purifiquem per HPLC 

alíquotes de l�estoc comercial i la [3H]-histidina recollida és la que s�utilitza com a 

substrat en els diferents medis d�incubació. 

Les columnes d�HPLC que utilitzem són de fase reversa C18 (Tracer Extrasil ODS2, 5 

µm de griària de partícula, 25 Χ 0.46 cm; Teknokroma). Durant 12.5 minuts  s�aplica  

un gradient de  tampó fosfat sòdic (pH 3) que va de 1 a 6 mM. La fase mòbil conté 

concentracions constants  baixes de metanol (2%)  i d�àcid octanosulfònic (0.1 mM) 

durant el gradient. El flux aplicat és d�1ml / minut. Sota aquestes condicions la [3H]-

histidina s�elueix als 9-10 minuts (figura 2.1) i no està contaminada de  [3H]-histamina, 

ja que aquesta última elueix a concentracions de fosfat molt més grans (20 mM). En una 

purificació típica  s�injecta un volum  de 400 µL a l�HPLC corresponent a 

aproximadament 50 µCi de [3H]-histidina (2nmols)  i es recull un volum de 0.5 a 1 ml 

de purificat. El pic de [3H]-His es detecta per absorbància a 225 nm. La concentració de 

[3H]-histidina de l�eluït es calcula extrapolant l�àrea del pic detectat en una recta patró 

feta amb un estàndard extern d�His sense marcar (Sigma). El límit de detecció per als 

estàndards d�His a 225 nm és de 50 pmols. Un cop recollida la [3H]-histidina que ha 

passat per l�HPLC es  diposita una alíquota (5 µl) en un vial, es barreja amb 3 ml de 

líquid d�escintil·lació i es compten les dpm emeses durant 3 minuts. Seguidament es 

calcula l�activitat específica de la [3H]-histidina pura multiplicant les dpm pel volum 

total recollit i dividint el resultat per la quantitat de [3H]-histidina detectada (fmols). 

S�ha comprovat que la quantitat de metanol i d�àcid octasulfònic present en la solució 

de [3H]-histidina pura  no altera l�activitat HDC de les mostres assajades. 
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2. PREPARACIÓ DELS HOMOGENATS DE CERVELL  
 

S�ha treballat amb rates Sprage-Dawley de 8 setmanes d�edat, el pes de les quals oscil·la 

entre 250 g i 350 g. Els animals s�han sacrificat per decapitació entre les 10 i les 11 del 

matí. L�extracció del cervell s�ha dut a terme introduint les tisores de dissecció per 

l�orifici medul·lar i tallant seguint les fissures més externes dels  temporals, que 

s�enretiren deixant el cervell al descobert. Finalment, aquest  s�extreu amb una espàtula 

i  ràpidament es diposita en tampó fosfat potàssic fred 10 mM (pH 7.4). A continuació 

es neteja de meninges i s�homogeneïtza manualment amb un 10% (pes /volum) del 

mateix tampó amb un homogeneïtzador de vidre-tefló. Es fan deu desplaçaments durant 

els quals l�homogeneïtzador es troba dins un recipient amb gel. 

 

3. INCUBACIÓ DELS HOMOGENATS 
 

Alíquotes d�homogenats d�aproximadament 0.2 mg de proteïna s�incuben  amb 10 µM 

de piridoxal-5-fosfat (PLP) i amb una concentració  de [3H]-his pre-purificada (40-50 

Ci/mmol) de 0,25 µM. S�afegeix tampó d�homogeneïtzació fosfat potàssic 10 mM (pH 

7.4)  fins a un volum final d�incubació de 100 µL. La reacció s�inicia afegint la [3H]-His 

i dipositant les mostres en un bany en agitació a 37ºC durant una hora. Després de la 

incubació es posen les mostres sobre el gel i se�ls afegeix àcid tricloracètic (TCA) fins a 

una concentració final de 0.5% (pes/volum). L�àcid tricloracètic  té la doble funció 

d�aturar la reacció i desproteïnitzar. Els blancs d�incubació es preparen afegint el TCA 

abans que la [3H]-His i no s�incuben a 37ºC sinó que es deixen en gel tota l�estona. 

Juntament amb l�àcid tricloracètic s�afegeix també a totes les mostres (inclosos els 

blancs) 100 nM d�HA sense marcar que, com a estàndard intern,  té una doble funció: 

per una banda, controlar les pèrdues de [3H]-HA durant el procés (o sigui, el rendiment 

de recuperació de la [3H]-HA) i per altra banda, serveix per  detectar el pic d�HA en 

l�HPLC (vegeu purificació d�HA per HPLC). Finalment se centrifuguen els tubs a 4ºC i 

12000 X g durant 10 minuts. Es  recullen els sobrenedants i es processen tal com 

s�indica en els apartats 6 i 7. 
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4. PREPARACIÓ DELS MINIPRISMES D�ESCORÇA CEREBRAL   
 

Els cervells s�extreuen tal com s�ha indicat anteriorment i es dipositen en un recipient 

amb medi Krebs-Ringer-bicarbonat (MKR)  fred i prèviament gasejat amb una 

atmosfera composta de 95% d�O2 i 5% de CO2. El MKR té la següent composició:  120 

mM de NaCl, 0.8 mM KCl, 2.6 mM CaCl2, 0.67 mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 27.5 

mM NaHCO3 i 10 mM de glucosa, pH 7.4. Treballant sempre a 4ºC s�extreuen les 

meninges i se separen els lòbuls corticals netejant-los bé de matèria blanca. 

Mitjanançant un  txoper de teixits McIlwain (Mickle Laboratory Engineering Co., 

Gomshall, Surrey, UK) s�obtenen els miniprismes d�escorça de 0.3 Χ 0.3 mm. Els 

miniprismes es resuspenen i es renten tres cops  per sedimentació amb MKR fred per tal 

d�eliminar les restes de cèl·lules que s�han trencat. Un cop nets s�elimina l�excés de 

MKR, i queda una suspensió de miniprismes que conté aproximadament 15 mg/ml de 

proteïna total.  

 

5. SÍNTESI I ALLIBERAMENT DE [3H]-HISTAMINA EN ELS MINIPRISMES 
D�ESCORÇA CEREBRAL 
 

Mitjanançant una punta de pipeta de 200 µl tallada a un cm del final es dipositen 100 µl 

de  suspensió de miniprismes (2 - 3mg de proteïna) en tubs de polipropilè de fons pla de 

2 ml. En un experiment típic a partir d�una escorça cerebral s�obtenen uns 25 tubs de 

miniprismes. Les mostres es preincuben 30 minuts a 37ºC en un bany en agitació sota 

una atmosfera  composta de 95%  O2 i 5% CO2. Després de 25 minuts de  preincubació 

s�afegeix la [3H]-His prepurificada (3.125 µCi; concentració final, 0.25 µM) a totes les 

mostres i es deixen 5 minuts més perquè la [3H]-His penetri a les cèl·lules. A partir 

d�aquí les mostres s�incuben 30 minuts en un volum final de 250 µl. Quan es 

despolaritzen els miniprismes amb 30 mM de potassi les mostres es preincuben en un 

volum de 190 µL i just abans de la incubació s�afegeixen 60 µL de tampó  MKR  

despolaritzant a 37ºC que té la següent composició:  2 mM de NaCl, 120 mM KCl, 2.6 

mM CaCl2, 0.67 mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 27.5 mM NaHCO3 i 10 mM de 

glucosa, pH 7.4  fins assolir 250 µl de volum final; aquest MKR despolaritzant conté 

KCl concentrat i NaCl diluït per a mantenir la isotonicitat del medi. Els fàrmacs assajats 

en aquest treball s�han afegit 15 minuts abans del període d�incubació. El volum en què 
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estan dissolts els fàrmacs s�ha tingut en compte i totes les mostres tenen un volum final 

de 250 µl. Les concentracions eficients dels fàrmacs sovint són més elevades que les 

descrites en la bibliografia, ja que cal que els diferents compostos penetrin a través del 

gruix de teixit relativament dens dels miniprismes. La reacció s�atura posant els tubs en 

gel i afegint a cada tub 35µl d�una barreja de desproteïnització (25 µl d�àcid 

tricloracètic al 10% p/v i 10 µl d�HA 10 mM com a estàndard intern). Seguidament se 

soniquen les mostres durant 10 a 20 segons a 4ºC mitjanançant un sonicador (Dybatech 

Lb, Chantilly, V). Els blancs d�incubació es preparen afegint la barreja de 

desproteïnització abans que la [3H]-His, i es deixen en gel sense incubar-los a 37ºC; 

després es tracten exactament igual que la resta de les mostres. Un cop s�han sonicat els 

miniprismes es recullen alíquotes de 10 µl i es dissolen 10 cops en aigua per a 

determinar la concentració de proteïna. Finalment se centrifuguen les mostres a 4ºC, 

12000 X g durant 10 minuts. Es recullen els sobrenedants per a ser processats tal com 

s�indica en els apartats 6 i 7. 

 Per quantificar la [3H]-HA alliberada els miniprismes es preparen i es preincuben i 

incuben de la manera descrita. Al final del període d�incubació se centrifuguen els tubs 

a 4ºC, 700 X g  durant 15 segons per fer baixar els miniprismes al fons del tub sense que 

es trenquin i poder recollir 150 µl del sobrenedant. Immediatament es diposita aquest 

volum de sobrenedant en tubs que contenen 35 µl de barreja de desproteïnització (25 µl 

d�àcid tricloracètic al 10% p/v i 10 µl d�HA 10 mM com a estàndard intern) a 4º C. Els 

blancs es preparen afegint [3H]-His, centrifugant a continuació i recollint els 

sobrenedants de 700 Χ g, als quals se�ls afegeix la barreja de desproteïnització. Els 

miniprismes (el sediment) es resupenen amb 150 µL de MKR (el mateix volum que 

hem extret per a mesurar la [3H]-HA alliberada) i 35 µL de la barreja de 

desproteïnització, i se soniquen durant 10 o 20 segons a 4ºC mitjanançant el mateix  

sonicador. Es recullen 10 µL de cada mostra dels miniprismes per a determinar la 

concentració de proteïna. Totes les mostres (inclosos els sobrenedants) se centrifuguen a 

12000 Χ g 10 minuts. Tots els sobrenedants desproteïnitzats en aquest darrer pas es 

processen tal com s�indica en els aparts 6 i 7. En aquestes mostres la síntesi total de 

[3H]-HA s�obté sumant la [3H]-HA alliberada i la romanent en els miniprismes.  
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6. ELIMINACIÓ DE L�EXCÉS DE [3H]-HISTIDINA 
 

Com que el percentatge de [3H]-His que es transforma a [3H]-HA és molt baix, per 

augmentar la sensibilitat del mètode és convenient eliminar l�excés de substrat que no 

ha reaccionat. Amb aquest objectiu les mostres desproteïnitzades es barregen amb una 

reïna amberlita de bescanvi aniònic (IRA 900, Supelco, mesh 16-50) que conté amines 

quaternàries que fixen els grups carboxílics de la His, absents en la HA. Malgrat això 

últim, la reïna amberlita capta una petita part d�HA, probablement per interaccions 

inespecífiques amb la matriu de la reïna. Per tant, abans de començar a utilitzar un estoc 

nou d�amberlita cal comprovar la quantitat adient de reïna que uneix el màxim d�His i el 

mínim d�HA mitjanançant un experiment senzill amb patrons d�HA i His no radioactius. 

D�altra banda, aquesta reïna comercial porta els grups funcionals equilibrats amb Cl-, 

que actua com a contraió. Com que els grups carboxílics de la His tenen pitjor afinitat 

per la reïna que el clorur, és convenient regenerar prèviament la reïna  amb una alta 

concentració d�OH-, per desplaçar el Cl- com a contraió. La regeneració de la reïna es 

duu a terme passant 20 volums de NaOH 1M a través d�una columna de 50 ml de reïna. 

Posteriorment es fan rentats amb 20 volums d�aigua MilliQ i la reïna es guarda en aigua 

MilliQ en una botella tancada fins a la seva utilització. Abans de cada experiment es 

renta amb 10 volums d�aigua MilliQ per eliminar impureses que apareixen durant el 

període d�emmagatzematge. Es pipetegen 100 µl de la reïna (l�equivalent a 14-15 mg de 

reïna seca) amb una punta de 200 µl tallada a 1,5 cm de l�extrem i es barregen amb 250 

µl del sobrenedant. Aquesta barreja s�agita durant 10 minuts a temperatura ambient 

mitjanançant un agitador de vials automàtic. En aquest pas la reïna capta un 95% de la 

[3H]-His. A més, també capta  l�ió tricloracetat, fet que provoca un increment del pH en 

les mostres de 3 a 9 aproximadament, per l�alliberament de contraions hidroxil. 

Finalment se centrifuguen les mostres a 8000 Χ g 5 min i es recullen els sobrenedants 

en tubs eppendorf sense tap per a ser injectats a l�HPLC. En alguns experiments la 

barreja de sobrenedant i reïna s�ha filtrat  utilitzant tubs microspin (Lida, EUA) amb 

membranes d�acetat de cel·lulosa de 0.45 µm de porus, que faciliten la manipulació de 

les mostres i permeten injectar mostres més netes. Abans d�injectar  a l�HPLC es 

quantifica la radioactivitat de 10 µL d�algunes mostres per tal de comprovar l�eficiència 

d�eliminació de la [3H]-His per l�amberlita. 
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Figura 2.1. Perfils de l�HPLC de fase reversa 
Corresponents a 100 nmols d�estàndards d�histidina, histamina i telemetilhistamina (A). La 
figura B mostra un cromatograma corresponent a una mostra típica; el pic que s�observa 
correspon a l�estàndard de 100 nmols d�HA afegit, ja que el contingut d�HA endogen és molt 
petit per a ser detectat. En la figura C es mostra el perfil típic que s�obté de la purificació per 
HPLC de la [3H]-His comercial en un gradient de 1 a 6 mM de NaH2PO4. La fase mòbil per a A 
i B està formada per 3 M de tampó fosfat sòdic pH 3, 10 mM d�àcid octanosulfònic i un 21% de 
metanol. Els pics es detecten per absorbància a 225 nm (ultraviolat). 
 

 

7. PURIFICACIÓ DE LA [3H]-HISTAMINA PER HPLC 
 

Un cop s�ha eliminat l�excés de [3H]-His, es procedeix a purificar la [3H]-HA per 

HPLC. El sistema està format per una columna C18 (Tracer extrasil ODS2, 5 µm de 

griària de partícula, 25 Χ 0.46 cm; Teknokroma) amb una precolumna de 2 Χ 20 mm, i 

una fase mòbil amb 10 mM d�àcid octanosulfònic (parell iònic), tampó fosfat sòdic 0.3 

M ajustat a pH 3 amb àcid fosfòric i 21% (v/v) de metanol. El flux de la fase mòbil 

durant la injecció de les mostres és d�1 ml/ min. Aquestes condicions són òptimes per 

separar la His, la HA i la telemetilhistamina (el principal metabòlit de la histamina en el 

cervell)(fig. 2.1). Tots aquests compostos contenen anells imidazòlics que es detecten 

per absorbància a 225 nm, però la sensibilitat d�aquesta absorbància només permet 
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detectar els estàndards no radioactius. Les concentracions d�His i HA, tant radioactives 

com endògenes, presents en les mostres són tan baixes, que no es poden detectar per 

absorbància a 225 nm. Per aquesta raó s�observa un sol pic d�HA ben visible i lliure 

d�interferències que apareix als 9-10 minuts de la injecció i que correspon a l�estàndard 

d�HA freda afegit prèviament com a patró intern (fig. 2.1). La fracció corresponent a la 

HA es recull en un vial d�escintil·lació, es barreja amb còctel Optiphase HiSafe III 

(Wallac) i es quantifiquen les dpm. Per a obtenir el rendiment de recuperació de la HA 

es comparen les àrees de cada patró intern amb la mitjana de les àrees dels patrons 

externs injectats (la recuperació de la HA sol ser d�un 75%). Les dpm corresponents a la 

HA sintetitzada es calculen aplicant a les dpm de cada mostra el rendiment de 

recuperació dels patrons d�HA sense marcar i restant les dpm dels blancs d�incubació i 

dels blancs columna (que són les dpm obtingudes en el pic d�elució d�HA freda). La 

quantitat de [3H]-HA sintetitzada es calcula dividint les dpm anteriors per l�activitat 

específica de la [3H]-His prepurificada en dpm/fmols, la quantitat de proteïna en 

mil·ligrams i el temps d�incubació en hores. En el cas de les mostres de miniprismes 

usades per a l�alliberament, per a determinar la síntesi de [3H]-HA total se sumen els 

valors de la [3H]-HA alliberada amb els valors de la [3H]-HA romanent en els 

miniprismes .  

Hem comprovat que els compostos usats durant la incubació no interfereixen amb el pic 

d�HA. L�ibmx, es detecta amb un temps de retenció de 50 minuts i el W13, amb un 

temps de retenció de 30 minuts. En aquests casos, per evitar interferències, allarguem el 

temps entre injeccions de mostres. 
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Figura 2.2. Esquema de la síntesi de [3H]-histamina en homogenats de cervell 
Un cop les mostres estan desproteïnitzades, aquest procediment és comú per a la determinació 
de la síntesi i alliberament d�HA en miniprismes. 
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Figura 2.3. Esquema del mètode de determinació de la [3H]-HA que se sintetitza a partir 
de [3H]-His en miniprismes d�escorça cerebral 
La dissecció dels lòbuls corticals i la preparació dels miniprismes es porta a terme a 4ºC. Els 
miniprismes es preincuben per a facilitar la difusió dels fàrmacs a través del teixit, la [3H]-
histidina s�afegeix 5 minuts abans del període d�incubació. Un cop s�han desproteïnitzat les 
mostres es processen tal com es descriu per als homogeneïtzats de cervell.  
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Figura 2.4. Variació del mètode aplicat als miniprismes per a determinar la [3H]-HA 
sintetizada que s�allibera  
Un cop acabada la incubació, en comptes de desproteïnitzar amb el TCA, se centrifuguen les 
mostres i es retira el sobrenedant per a determinar la [3H]-HA que s�ha alliberat. El volum de 
sobrenedant enretirat se substitueix per un volum igual de tampó. A partir d�aquí es processen 
les mostres de la manera descrita. 
 

 
 

Figura 2.5.  Equipament per a purificar la [3H]-HA formada a partir de [3H]-His 
 1) Columna d�HPLC de fase reversa C18 (Tracer Extrasil ODS2, 5 µm de griària de partícula, 
25 Χ 0.46 cm; Teknokroma, Espanya); 2) Espectrofotòmetre (225 nm) Merck Hitachi L-4000; i 
bombes (flux: 1ml/ minut) Merck Hitachi L-6200A; 3) Injector automàtic Merck Hitachi L-
7200; 4) Col·lector de mostres Merck Hitachi L-5200; 5) Interfície Hercule 2000; 6) Ordinador 
PC. 
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8. PURIFICACIÓ DE LA HISTIDINA DESCARBOXILASA (HDC1/512) 
 

La proteïna HDC1/512 és una HDC de cervell de rata expressada en bacteris de la soca  

BL21(DE3)pLyS  transformats amb el plàsmid pET-11a (Olmo et al., 2000) que conté 

una seqüència que codifica pels 512 aminoàcids de l�extrem N-terminal de la HDC. La 

proteïna és sintetitzada en aquesta soca bacteriana i posteriorment purificada  segons el 

mètode publicat per Engel et al. (1996). Aquest treball s�ha dut a terme en el 

departament de Bioquímica i Biologia Molecular de la Universitat de Màlaga, en el 

laboratori de la doctora Francisca Sánchez-Jiménez.  

La purificació de la proteïna HDC 1/512 es  duu a terme a partir de 4 litres de cultius de 

bacteris transformats. Les cèl·lules  creixen en medi LB suplementat amb ampicil·lina a 

100µg/mL i cloranfenicol 34 µg/mL fins arribar a una densitat òptica de 0.6-0.7 a 

600nm; llavors s�afegeix isopropil-β-D-tiogalactopiranòsid (IPTG) a una concentració 

final d�1mM i s�incuba 5 hores a 25ºC  per induir la síntesi d�HDC. Es precipiten les 

cèl·lules centrifugant durant 25 minuts a 4ºC. El precipitat cel·lular es guarda a -20ºC 

fins a la seva utilització, moment en el qual es resuspèn en 150 mL de tampó potàssic 20 

mM pH 7.0, àcid etilediaminotetracètic (EDTA) 2mM, PLP 5 mM i polietilè glicol 

(PEG) 300 a l�1%. Seguidament les cèl·lules es trenquen mitjanançant la sonicació en 

fred fins que la mostra es veu homogènia i se centrifuguen a 14000 rpm durant 90 

minuts a 4ºC. El sobrenedant recuperat se sotmet als següents passos de purificació: 

1) Precipitació amb sulfat amònic. Al sobrenedant obtingut se li afegeix 1/10 del volum 

de tampó potàssic 1 M pH 7.5, per tamponar el canvi de pH que provocarà l�addició del 

sulfat amònic. La solució es manté en gel en agitació suau i es va afegint lentament la 

sal amònica finament mòlta fins al 25% de concentració final. Finalitzada la 

precipitació, se centrifuga a 14000 rpm durant 20 minuts a 4ºC. La HDC no precipita en 

aquestes condicions. Es recupera el sobrenedant, que se sotmet al següent pas de 

purificació. 

2) Cromatografia de fenil-sefarosa (2.5 X 25 cm). La columna s�equilibra amb tampó 

fosfat potàssic 20 mM pH 7.0, DTT ( ditiotreitol ) 0.1 mM, PLP 5 mM, saturat al 25% 

amb sulfat amònic. Després de passar la mostra i fer el rentat de la columna, s�aplica un 

gradient lineal entre 500 g del tampó d�equilibrat i 500 g de tampó fosfat potàssic 1mM 

pH 7.0, DTT 0.1 mM, PLP 5 mM. Un cop finalitzat el gradient, s�elueix la proteïna 

passant 300 mL de tampó fosfat potàssic 1 mM pH 7.0, DTT 0.1 mM, PLP 5 mM i 



Metodologia 

 48

PEG300 al 2%. Es recullen diferents fraccions i s�analitza per transferència Western les 

que contenen HDC.  

3) Cromatografia de bescanvi aniònic DEAE_Sephadex (2.5 Χ 25 cm). La columna 

s�equilibra amb tampó fosfat potàssic 5 mM pH 7.0, DTT 0.1 mM, PLP 5 mM i 

PEG300 a l�1%. Després de passar la mostra i rentar la columna s�aplica un gradient 

lineal entre 0 i 0.2 M de NaCl en 500 mL del tampó anterior. Les fraccions en què 

s�elueix la proteïna  es concentren mitjanançant un sistema de cèl·lules d�ultrafiltració 

per pressió (Amicon). 

4) Cromatografia d�hidroxiapatit. La columna (1 Χ 20 cm) s�equilibra amb tampó fosfat 

potàssic 5 mM pH 7.0, DTT 0.1 mM, PLP 5 mM i PEG300 a l�1%. Després de passar la 

mostra i fer un rentat de la columna, s�aplica 50 ml d�un gradient lineal entre 5 i 200 

mM de tampó fosfat potàssic pH 7.0, DTT 0.1 mM, PLP 5µM i PEG300 a l�1%. Es 

recullen les fraccions que contenen la proteïna  i es concentren mitjanançant 

ultracentrifugació.  

En tots els casos, es realitza un seguiment de la proteïna mitjanançant electroforesi 

desnaturalitzant en SDS al 10% (SDS-PAGE), transferència Western (figura 2.6) i 

activitat (Engel et al., 1996) fins que es posa a punt la purificació.  

 

9. DETECCIÓ PER IMMUNOBLOT DE LA HDC1/512 
 

10 µL d�HDC purificada (15 µg/µL) es dilueixen a la meitat amb tampó reductor de 

mostres, es bullen 5 minuts a 100ºC, i es carreguen en un gel desnaturalitzant en SDS de 

poliacrilamida al 10%. Com a patró de pesos moleculars utilitzem el marcador Precision 

Protein StiardsTM (Bio-Rad). L�electroforesi es realitza a 200 V i 30 mA durant 50-60 

minuts. Un cop finalitzada l�electroforesi es transfereixen les proteïnes a una membrana 

de PVDF durant 40-50 minuts a 50 V i 34 mA. Per a comprovar que 

l�electrotransferència ha esta correcta es realitza una tinció de la membrana amb solució 

Ponceau-S 0.1% durant 2 minuts i es marquen amb llapis les bandes corresponents del 

patró dels pesos moleculars. La membrana es bloqueja durant una hora a temperatura 

ambient (opcionalment es pot deixar tota la nit a 4ºC) en tampó PBS (0.01M de tampó 

fosfat sòdic pH 7.2 amb 0.14 M de NaCl) amb llet en pols desnatada al 10%. A 

continuació s�incuba amb sèrum de conill anti-gstHDC obtingut a la Universitat de 

Màlaga (Urdiales et al., 1998). L�anticòs s�utilitza amb una dilució 1:2000 en tampó 

PBS amb albúmina de sèrum boví ( BSA ) a l�1.5% durant 60 minuts a temperatura 
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ambient. Després es realitzen tres rentats  de 10 minuts a temperatura ambient  amb 

tampó PBS-Tween20 al 0.05%. Com a segon anticòs s�utilitza l�anti-IgG de conill 

conjugat amb peroxidasa de rave (dilució 1:3000 en tampó PBS amb BSA a l�1.5%), la 

membrana s�incuba en aquesta solució durant una hora a temperatura ambient. Abans de 

revelar la membrana es torna a rentar de la mateixa manera amb PBS-Tween20 al 

0.05%.  Per al revelat s�utilitza el sistema de quimioluminiscència ECL (Amersham). 

Un cop tractada la membrana s�exposa durant uns 20-30 segons a una pel·lícula 

autoradiogràfica.  

 

 
 

Figura 2.6.  SDS-PAGE i transferència Western 
SDS-PAGE del cultiu de bacteris de la soca BL21(DE3)pLyS transformats a les 0 hores de la 
inducció amb IPTG i de les fraccions particulada i soluble del mateix cultiu a les 5 hores des de 
la inducció amb IPTG. El carril de la dreta correspon a una mostra d�HDC1/512 purificada. En 
la transferència Western s�observa una sola taca corresponent a HDC1/512. 
 

10. DETECCIÓ AUTORADIOGRÀFICA DE LA FOSFORILACIÓ PER PKA I 
PER CAMKII DE LA HDC1/512 
 

Per a la determinació de la fosforilació per PKA, es prepara una barreja que conté tampó 

HEPES 50 mM  a pH 7.4,  5mM MgCl2, 0.1, 0.05, 0.01 mg/ml de HDC1/512 

purificada, 1 µg/ml i 0,5 µg/ml de PKA (Subunitat catalítica, cor boví, 20µg/ml en 

dissolució), i 50µM d�ATP (que conté 5 µCi de [γ-32P]ATP) en un volum final de 100 

µL. L�activitat específica de [γ-32P]ATP és de 10 mCi/ml,  3000Ci/mmol. Aquesta 

barreja s�incuba durant 40 minuts en un bany a 30ºC i es para la reacció afegint-hi 
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tampó reductor de mostres concentrat 6 vegades [ 93.75 mM de tampó Tris-HCl pH 6.8, 

3% (p/v) de SDS, 15% de glicerol, 50 mM de DTT i 0.015 (p/v) de blau de bromofenol 

]  i bullint durant 5 minuts.  Seguidament es carreguen 10 µL de cada mostra en cada 

pouet del gel de poliacrilamida al 10% amb SDS. Es corre l�electroforesi durant 50 

minuts a 200 V i 35 mA, sense deixar que el front blau del tampó reductor surti del gel, 

ja que aquí és on es troba la major part de l�ATP radioactiu. Finalitzada l�electroforesi 

es talla la part blava del front, s�elimina el gel concentrador i es tenyeix mitjanançant el 

mètode de Coomassie ràpid: 10 minuts en solució fixadora (25% isopropanol, 65% 

aigua, 10% àcid acètic), 20 minuts de Coomassie i una hora (mínim) en àcid acètic al 

10% amb un o dos canvis de la solució. 

El gel tenyit s�asseca al buit durant 30 minuts a 70ºC i un cop sec es deixa en contacte 

amb una pel·lícula autoradiogràfica (Kodak X-omat) 24 hores a -80ºC amb pantalla 

amplificadora. 

Per a la determinació de la fosforilació per CaMkII es prepara una barreja que conté 

tampó HEPES 50 mM  a pH 7.4,  5mM MgCl2, 0.3 mM CaCl3, 30 µg /mL de 

calmodulina (de cervell boví; Calbiochem), 0.3, 0.15 mg/ml de HDC1/512 purificada, 

0,6 µg/ml de CaMkII (de cervell de rata;  Calbiochem,  1.13 u/mg, 20 µg/ml) i 50µM 

d�ATP (10 µCi de [γ-32P]ATP) en un volum final de 100 µL. Seguidament es procedeix 

tal com s�ha descrit per a la PKA. 

 

11. DETERMINACIÓ DE L�ACTIVITAT HDC1/512 
 

Per a mesurar l�activitat de la HDC purificada hem utilitzat el mètode radioisotòpic 

descrit per als homogenats de cervell amb petites modificacions: hem utilitzat el tampó 

Hepes 50 mM pH 7.4 amb 5 mM MgCl2 en comptes del tampó fosfat potàssic 10 mM 

pH 7.4. En comptes d�homogenat cerebral vam posar 0.45 µg d�HDC1/512 purificada 

sense fosforilar o prèviament fosforilada. La His en el medi s�ha afegit a una 

concentració final de 60 µM que conté 0.1 µM de [3H]-His.  En el cas de la HDC 

prèviament fosforilada, aquesta es dissol en el medi d�incubació i conté traces mínimes 

dels components de la barreja de fosforilació. 
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12. QUANTIFICACIÓ DE PROTEÏNES  
 

En mostres de cervell s�ha utilitzat el mètode de Lowry et al.,(1951) i en les mostres 

d�HDC purificada el mètode de Bradford et al.,(1976). En el cas dels miniprismes 

desproteïnitzats amb TCA s�ha comprovat que l�acidesa de la mostra  no afecta la 

determinació de proteïna, ja que prèviament es neutralitza amb NaOH. En ambdós 

mètodes s�ha utilitzat l�albúmina sèrica com a estàndard. 

 

13. TRACTAMENT DE LES DADES 
 

Els valors absoluts s�expressen amb la mitjana i la desviació estàndard. Els resultats dels 

diagrames de barres són la mitjana i l�error estàndard (SEM) expressats en % dels valors 

control. L�anàlisi estadística s�ha fet amb el programa GRAPHPAD PRISM. Les 

comparacions múltiples respecte d�un grup control s�han analitzat segons la prova 

ANOVA, seguida del test de Dunnett. Per a totes les anàlisis, el nivell de significació 

considerat per determinar diferències significatives ha estat de P < 0.05 si no s�indica el 

contrari.
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RESULTATS 
  

1. POSADA A PUNT DEL MÈTODE RADIOISOTÒPIC PER A LA 
DETERMINACIÓ DE LA SÍNTESI D�HISTAMINA EN HOMOGENATS I 
MINIPRISMES 

1.1. Introducció 
 
Pel fet que en el cervell hi ha poca HDC calen mètodes molt sensibles per a determinar 

aquesta activitat enzimàtica. En general els mètodes que mesuren l�activitat HDC es 

poden classificar en fluorimètrics i isotòpics. Els mètodes fluorimètrics es basen en la 

derivatització de la HA amb o-ftaldehid i la quantificació del fluoròfor resultant per 

fluorometria (Schwartz et al., 1970; Watanabe et al., 1979). Aquests mètodes en general 

són menys  sensibles que els isotòpics i per tant necessiten quantitats més grans de 

teixit.  Dins dels mètodes isotòpics podem diferenciar els mètodes radioenzimàtics i els 

radioisotòpics. El mètode radioenzimàtic de Taylor i Snyder (1972) es basa en afegir al 

medi d�incubació S-adenosilmetionina (SAM) marcada radioactivament i l�enzim 

imidazol-N-metiltransferasa, que catalitzen la formació de metilhistamina radioactiva a 

partir d�HA. Malgrat la seva elevada sensibilitat aquest mètode és llarg, costós i poc 

repetitiu a causa de la  inestabilitat de la SAM radioactiva. Les tècniques 

radioisotòpiques es basen en la utilització d�His marcada radioactivament i la posterior 

quantificació dels productes de la descarboxilació: el CO2  radioactiu (Kishikawa et 

al.,1991) o HA radioactiva (Reilly i Schnyder, 1972; Keeling et al., 1984). La tècnica 

que mesura el [14C]- CO2 alliberat s�ha utilitzat poc ja que en molts teixits la quantitat 

de [14C]- CO2 detectada és més gran que la d�HA formada, fet que s�interpreta per la 

transaminació de la His a imidazol piruvat i la posterior descarboxilació d�aquest 

(Skratt, 1994). D�altra banda, els mètodes que es basen en la determinació de [3H]-HA 

marcada a partir de la [3H]-His marcada (figura 3.1.1) tenen els següents inconvenients:  

 1) La  [3H]-His comercial sol contenir una sèrie d�impureses i una taxa de 

radiòlisi alta.  

 2) A causa de la baixa taxa de transformació de la [3H]-His a [3H]-HA en teixit 

cerebral, és convenient separar molt bé la HA formada de la His en excés que no s�ha 

descarboxilat, per tal d�aconseguir una bona sensibilitat. 

3) La purificació de la HA mitjanançant columnes de bescanvi catiònic 

(amberlita CG-50) per gravetat (Baudry et al., 1973; Keeling et al., 1984) ha resultat poc 
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eficient  per separar la His de la HA, i ha donat lloc a uns blancs molt elevats i poca 

repetitivitat en els valors absoluts. 

En aquesta tesi hem adaptat el mètode radioisotòpic basat en la determinació de [3H]-

HA marcada a partir de la [3H]-His marcada introduint una sèrie de modificacions per 

tal de solucionar aquests inconvenients i augmentar la sensibilitat i repetitivitat del 

mètode. Aquestes modificacions es basen principalment en l�ús de columnes d�HPLC 

per a  purificar la  [3H]-His comercial i posteriorment la [3H]-HA formada.  

 

 

 
 

Figura 3.1.1. El mètode radioisotòpic utilitzat per a determinar la síntesi d�HA es basa  en  
la quantificació de la [3H]-histamina que s�ha format a partir de la [3H]-histidina afegida 
en els diferents medis d�incubació 
Els medis d�incubació utilitzats són:  homogenats de cervell total, miniprismes d�escorça 
cerebral i purificats d�HDC 1/512. La [3H]-histamina que es forma es purifica per HPLC. 
 

1.2. Optimització de la sensibilitat del mètode radioisotòpic 
 

 La sensibilitat del mètode de purificació de [3H]-HA depèn  de  les dpm presents en els 

blancs. Quan injectem directament a l�HPLC 2,2 X 106 dpm de [3H]-His (la quantitat de 

radioactivitat que s�afegeix normalment a un homogenat), obtenim uns blancs de 340 

dpm (0,015%) en la fracció corresponent a la HA. A pesar que aquest percentatge és 

bastant inferior respecte a la conversió de [3H]-His a [3H]-HA, és convenient reduir les 

dpm de [3H]-His injectades per millorar la sensibilitat. L�eliminació de l�excés de [3H]-

His (que no ha reaccionat per donar [3H]-HA) a través d�una reïna amberlita de bescanvi 

aniònic permet  reduir considerablement les dpm dels blancs tal com es pot deduir de la 

taula 3.1.1. En aquesta taula es pot veure que el mètode de preparació dels blancs 

d�incubació no fa variar de manera significativa les dpm residuals (en tots els casos 

inferiors a 340 dpm). Per tant, les dpm romanents dels blancs provenen d�una font no 
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identificada. Probablement es tracta de productes de la radiòlisi dels estàndards de [3H]-

His, que poden tenir unes cues cromatogràfiques prou llargues per a solapar-se 

parcialment amb el pic d�HA. Així doncs,  com que les dpm dels blancs de la taula 3.1.1 

correspondrien a 0,7 fmols d�HA (l�activitat específica de la [3H]-His utilitzada fou 81 

dpm/fmol) el límit de detecció del mètode és de 2 fmols de [3H]-HA (tres vegades els 

valors dels blancs). 

 

Blancs Dpm 1 Dpm 2 Dpm 3 Mitjana Dpm 

Sense teixit 57 43 48 49 

Teixit bullit 27 39 43 36 

α-fluorometilhistidina 53 49 63 55 

Sense incubar 81 78 83 81 

Acid tricloracètic 84 65 60 69 

Control positiu 532 561 484 526 

 

Taula 3.1.1. Dpm de blancs d�incubació (per triplicat) obtinguts per diferents mètodes: 
Incubant amb 0.5 mM α-fluorometilhistidina (inhibidor selectiu de l�HDC) o 0.5% d�àcid 
tricloracètic, desnaturalitzant el teixit bullint-lo abans d�incubar i  canviant el teixit per tampó o 
sense incubar. Totes les mostres s�han incubat amb 25 pmols de [3H]-His purificada (2.2 Χ 106 
dpm) i posteriorment s�ha eliminat l�excés de [3H]-His amb una reïna de bescanvi aniònic. Les 
mostres amb teixit contenen homogenat de cervell sencer de rata (0.25 mg de proteïna) 
incubades 1 hora.  
 

1.3. Determinació de la repetitivitat del mètode 
 

L�ús d�HA no radioactiva com a patró intern  dóna lloc a una elevada repetitivitat del 

mètode (taula 3.1.2), ja que permet controlar per a cada mostra les pèrdues de [3H]-HA 

durant la manipulació experimental. La concentració de [3H]-HA i HA endògena és 

1000 vegades menor i no afecta la quantificació per l�absorbància en l�UV del patró 

intern d�HA sense marcar. 

La recuperació de la [3H]-HA i d� HA sense marcar en mostres amb 0.3 mg de proteïna 

mostren una correlació lineal (Pearson r = 0.9999, n = 4) i tenen rendiments de 

recuperació semblants (81% i 86%, respectivament). La HA sense marcar i la [3H]-HA 

tenen les mateixes propietats cromatogràfiques, fet que permet l�ús de la HA sense 

marcar per a monitoritzar l�elució de la [3H]-HA en l�HPLC. 
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Mostres o blancs Dpm Àrea de l�estàndard intern 

(mV min) 

Activitat HDC 

(fmol/mg.h) 

Rèplica 1 1155 79 196 

Rèplica 1 1350 93 196 

Rèplica 1 1285 94 184 

Rèplica 1 1399 98 192 

Rèplica 1 1263 88 192 

Rèplica 1 1382 94 200 

Blanc 1 165 106  

Blanc 2 131 103  

Mitjana ± DE  94 ± 8.5 193 ± 5.5 

 

Taula 3.1.2. Variabilitat de la determinació de l�activitat HDC en un mateix assaig 
Es va incubar homogenat d�hipotàlem de rata (0.25 mg de proteïna) durant 1 hora amb 0.25 µM 
de [3H]-His. La mitjana de recuperació del patró intern d�HA fou del 81%. 
 

1.4. Linealitat de l�activitat HDC en funció de la quantitat de proteïna i del temps 
d�incubació 
 

La  síntesi d�HA es manté lineal en homogenats d�hipotàlem de rata, almenys durant 

una hora (figura 3.1.2.a). A més, la síntesi d�HA augmenta proporcionalment amb la 

quantitat de teixit (figura 3.1.2.b). S�ha de tenir en compte que si augmentem la 

quantitat de teixit també augmenta la His endògena, amb la qual cosa la [3H]-His es 

dilueix proporcionalment. Per tant, hem corregit els valors de síntesi de [3H]-HA en 

funció de la dilució radioisotòpica de la [3H]-His (0.25 µM) amb la His endògena 

present en l�hipotàlem de rata (25 µg/g de teixit, segons  Taylor et al., 1972). 



  Resultats 

 57

 
 
Figura 3.1.2. Linealitat en funció del temps i de la concentració de proteïna. Km i Vmax de 
l�activitat HDC 
(A) La formació d�HA en homogenats d�hipotàlem augmenta de forma lineal durant una 
hora d�incubació. (B) La formació d�HA augmenta linealment a mesura que augmenta la 
quantitat de proteïna d�homogenats d�hipotàlem en el medi d�incubació. (C) 
Representació de Michaelis-Menten de l�activitat enzimàtica d�homogenats de cervell 
sencer incubats a pH 7.4 versus la concentració de substrat. (D) Representació de 
Lineweaver-Burk. Com que els homogenats contenen His endògena, hem tingut en compte la 
dilució isotòpica de la [3H]-His amb el substrat endògen per a realitzar els càlculs. La 
concentració d�His endògena considerada és de 15 µg/g en el cervell sencer o de 25 µg/g en 
hipotàlem de rata (Taylor et al., 1972). La Km obtinguda a partir de la representació de 
Lineweaver-Burk és de 74 µM i la Vmax calculada és de 10.2 nmol/g.h. La Km calculada sense 
considerar la His endògena és aproximadament la meitat. 
 

1.5. Determinació de l�especificitat de l�activitat HDC 
 

El pH òptim per a l�activitat HDC és 7.4 tal com van publicar Garbarg et al.,1983  per a 

concentracions de substrat similars. A pH 7.4 la Km de l�HDC és 74 µM (figura 3.1.2) 

valor intermedi entre el trobat per Garbarg et al. (1983) en el cervell humà (30 µM) i el 

trobat en el nostre laboratori per fluorimetria (aproximadament 200 µM, segons 

Palacios et al., 1976). El valor de Vmax a pH 7.4 (10.2 nmol/g prot/h) (figura.3.1.2) és 

semblant al descrit per homogenats de cervells de rata (6.7 nmol/g prot/h, segons 

Palacios et al., 1976).  
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2. ACTIVACIÓ DE LA SÍNTESI D�HISTAMINA PER L�ENTRADA DE CALCI 
EN MINIPRISMES D�ESCORÇA CEREBRAL DE RATA 
 

2.1. Introducció 
 

La despolarització per potassi provoca un increment important de la síntesi d�HA en 

diferents models experimentals (Arrang et al., 1987b), però els mecanismes a través dels 

quals  tenen lloc aquests efectes es desconeixen. En el nostre grup s�ha descrit que en 

miniprismes d�escorça cerebral de rata l�activitat HDC es regula a través de la via de 

l�AC/PKA (Gómez-Ramírez et al., 2002),  

però aquesta via no està implicada en l�augment de la síntesi d�HA dependent de 

despolarització per 30 mM de potassi (Gómez-Ramírez et al., 2002).  En sinaptosomes 

d�escorça cerebral de rata el 55% del calci que entra per despolarització ho fa a través 

dels CCAV tipus P i Q i el 33% a través dels de tipus N (Meder et al., 1997). En 

neurones histaminèrgiques la HA regula a través dels receptors H3 l�entrada de calci per 

aquests CCAV (Takeshita et al.,1998).  

Tenint en compte tots aquests antecedents, vam pensar que el calci podria ser un  bon 

ciidat com a segon missatger implicat en la regulació de l�activitat HDC en les terminals 

histaminèrgiques de l�escorça cerebral. 

 

2.2. Efecte de la inhibició dels CCAV sobre l�activació de la síntesi d�HA per  
despolarització 
 

 Per determinar si l�entrada de calci per CCAV activa la síntesi d�HA, hem tractat els 

miniprismes amb diferents inhibidors dels CCAV afegits 15 minuts abans del període 

d�incubació. Com a primera aproximació hem estudiat els efectes d�un inhibidor 

inespecífic de CCAV com és el cadmi (Cd2+) (Halabisky et al., 2000). 200 µM de Cd2+ 

reverteix (-70%) l�efecte activador de la despolarització (figura 3.2.1.a). Aquest catió 

divalent, però, desacobla la cadena respiratòria i inhibeix o activa una llarga llista 

d�enzims (Vallee et al., 1972) de manera que part dels efectes inhibidors de la 

despolarització podrien ser inespecífics, però tal com es pot veure en la mateixa figura 

3.2.1.a, la síntesi d�HA basal no es veu afectada pel Cd2+. 

Com ja hem comentat, en les terminals histaminèrgiques els CCAV tipus N, P o Q   són 

els principals candidats per a participar en la regulació de la síntesi d�HA. Per aquesta 
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raó hem estudiat els efectes de la inhibició d�aquests canals per l�ω-conotoxina MVIIC. 

Aquesta conotoxina inhibeix els CCAV tipus Q, P i N a concentracions majors d�1 µM  

i és selectiva dels Q a concentracions entre 0.1 µM i 1 µM (Takeshita et al., 1998). 3 

µM d�aquesta conotoxina  reverteix totalment l�activació de la síntesi d�HA dependent 

de la despolarització per potassi, sense afectar a la síntesi d�HA basal; 0.1 µM de la ω-

conotoxina MVIIC  no reverteix l�efecte de la despolarització (figura 3.2.1.b). 3 µM de 

la ω-conotoxina GVIA, inhibidor selectiu dels CCAV tipus N, impedeix l�efecte 

activador de la despolarització per 30 mM de K+(-84%) (fig 3.2.1.c) fet que indica que 

el calci que entra a les terminals histaminèrgiques durant la despolarització i activa la 

síntesi d�HA ho fa principalment a través dels  CCAV tipus N. Cap dels 3 inhibidors 

dels CCAV afecta la síntesi d�HA en condicions no despolaritzants (figura 3.2.1).  
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Figura 3.2.1. La inhibició dels canals de calci activats per voltatge (CCAV) impedeix 
l�augment de la síntesi d�HA causat per despolarització 
Tots els inhibidors es van afegir 15 minuts abans del període d�incubació i de l�addició del 
tampó despolaritzant. (A) Efectes de la preincubació amb 200µM de Cd2+, inhibidor inespecífic 
dels CCAV. (B) Efectes de la  ω-conotoxina MVIIC, inhibidor reversible específics dels CCAV 
tipus Q a 0.1 µM i dels N, P i Q a 3 µM. (C) Reversió de l�activació de la síntesi d�HA amb 3 
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µM de la ω-conotoxina GVIA, inhibidor específic dels CCAV tipus N. Els resultats són 
mitjanes ± S.E.M del % dels controls amb 2mM de K+. El 100% de la síntesi d�HA en els 
controls amb 2mM de K+ és 18 ± 7 fmols/mg proteïna/h (mitjana ± DE). 
**P<0.001 i *P<0.01 respecte als controls amb 2mM de K+. # P<0.001 respecte als 
despolaritzats amb 30 mM K+. El nombre de rèpliques s�indica entre parèntesis a sobre de les 
barres. 

 

2.3. Efecte de la despolarització per 30mM K+ i de l�ionòfor de calci ionomicina  
sobre la síntesi d�HA 
 

El resultat anterior indica que l�activació de la síntesi d�HA per despolarització està 

relacionada amb l�entrada de calci a través dels CCAV. Per tal de veure si els 

increments de calci intracel·lular poden activar la síntesi d�HA cerebral 

independentment de la via d�entrada hem estudiat els efectes de la ionomicina (ionòfor 

del calci). Aquesta substància forma complexos amb cations divalents i s�utilitza per a 

transportar calci cap a l�interior de les cèl·lules. 

10 µM de ionomicina preincubada 15 minuts  provoca un increment en la síntesi d�HA 

del 71% respecte als controls en absència d�ionòfor (figura 3.2.2). La despolarització 

amb 30 mM de K+ en aquests experiments  estimula la síntesi d�HA un 168% (figura 

3.2.2).  
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Figura 3.2.2. La ionomicina  i  la despolarització per 30 mM de K+ augmenten la síntesi de 
HA 
Els resultats s�han calculat com la mitjana ± S.E.M de tres experiments. Entre parèntesis 
s�indiquen el nombre de mostres processades. * P< 0.01 respecte dels basals 2 mM de potassi.  
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2.4. Efecte de l�activació i de la inhibició de la  PKC sobre la síntesi d�HA 
 

Com demostren els experiments anteriors, durant la despolarització el calci que entra 

majoritàriament a través dels CCAV tipus N provoca l�augment de la síntesi d�HA. 

Com que el calci participa en l�activació de la PKC, en un primer intent de trobar el 

mecanisme d�activació de la síntesi d�HA per calci vam estudiar la possible implicació 

d�aquesta cinasa. 
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Figura 3.2.3. (A) L�estimulació de la síntesi d�HA per despolarització no s�inhibeix en 
presència de 0.5, 1 i 5 µM de queleritrina (inhibidor del la PKC). (B) Diferents 
concentracions de TPA (de 3.1 nM a 1 µM) no estimulen la síntesi d�HA en condicions no 
despolaritzants. 
 Els resultats són mitjanes ± S.E.M expressades en% dels controls amb 2mM de K+. El 100% 
de la síntesi d�HA en els controls amb 2mM de K+ és (A) 12 ± 0.5 i (B) 17 ± 1 fmols/mg 
proteïna/h (mitjana ± DE).*P<0.001 i  respecte als controls amb 2mM de K+. El nombre de 
rèpliques s�indica entre parèntesis a sobre de les barres.  



Resultats 

 62

 

La incubació dels miniprismes d�escorça amb l�inhibidor específic de la PKC 

Queleritrina a  concentracions finals de 0.5, 1 i 5 µM no afecta la síntesi d�HA 

dependent de la despolarització (figura 3.2.3.a). A més, la incubació de les motres amb 

l�activador de la PKC, Phorbol-12-myristate-13-acetate (TPA), utilitzat a 

concentracions de 3,1 nM fins a 1 µM,  tampoc afecta la síntesi d�HA en condicions 

basals (amb 2mM de K+) (figura 3.2.3.b). Per tant, el mecanisme d�activació de la 

síntesi d�HA per despolarització no sembla dependre de la PLC/PKC. 

 

2.5. Efecte de la inhibició de la calmodulina (CaM) i de la proteïna cinasa 
dependent de calci-calmodulina tipus II (CaMkII) 
 

Com que el calci no activa la síntesi d�HA per la via de la  PKC hem pensat  que 

l�activació de la calmodulina (CaM) i de la proteïna cinasa dependent de calmodulina-

calci (CaMk) podrien estar implicades en aquesta activació.  

Hem estudiat els efectes sobre la síntesi d�HA de tres tipus d�inhibidors: el W-13, que 

inhibeix la  calmodulina, el KN-62 inhibidor específic de la CaMkII (inhibeix en el lloc 

d�unió a la CaM) i l�AIP (Autocamptide inhibitory peptide myristoilated), que inhibeix 

la CaMkII en el lloc d�autofosforilació de l�enzim i en el lloc d�unió al substrat. S�han 

assajat diferents concentracions de cada fàrmac pel fet que, sovint, les concentracions 

que apareixen en la bibliografia s�han aplicat en  cultius cel·lulars o sinaptosomes, i els 

miniprismes, en ser més gruixuts, presenten problemes de difusió. L�inhibidor de la 

calmodulina W-13 inhibeix la síntesi d�HA dependent de despolarització de manera 

dosi dependent. 0.6 mM de W-13 inhibeix el 56% de l�efecte, mentre que 1mM de ω-13 

reverteix gairebé el 100% (figura 3.2.4.a). 3 µM i 30 µM de KN-62 reverteixen el 62% i 

el 93% de l�efecte, respectivament (figura 3.2.4.b). De les tres dosis assajades d�AIP 

només la dosi més alta (500 µM) reverteix l�efecte activador de la despolarització (92% 

d�inhibició) (figura 3.2.4.c). Tots tres inhibidors  són capaços de revertir l�activació de 

la síntesi d�HA dependent de despolarització sense afectar la síntesi d�HA en condicions 

no despolaritzants (figura 3.2.4).  
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Figura 3.2.4. La proteïna cinasa dependent de calci-calmodulina tipus II (CaMkII) és 
necessària per a l�activació de la síntesi d�HA dependent de despolarització. 
Tots els inhibidors s�han afegit 15 minuts abans del període d�incubació i de l�addició del tampó 
despolaritzant. (A) Efecte de l�inhibidor de la calmodulina W-13. (B) i (C) efectes dels 
inhibidors de la CaMkII, KN-62 i AIP, respectivament. Els resultats són mitjanes ± S.E.M 
expressades en% dels controls amb 2mM de K+. El 100% de la síntesi d�HA en els controls amb 
2mM de K+ és 17 ± 7 fmols/mg proteïna/h (mitjana ± DE).*P<0.01; **P<0.001  respecte als 
controls amb 2mM de K+. #P<0.01 respecte als de 30 mM K+. El nombre de rèpliques s�indica 
entre parèntesis a sobre de les barres.  
 

3. ESTUDI DE LA INTERACCIÓ ENTRE LES VIES DE L�AC/PKA I 
CALCI/CAMKII EN LA REGULACIÓ DE LA  SÍNTESI D�HA EN 
MINIPRISMES D�ESCORÇA CEREBRAL 
 

3.1. Introducció 
 

 Fins ara els resultats indiquen que la síntesi d�HA es pot regular per l�entrada de calci 

pels CCAV tipus N a través de la CaMkII. Una altra via de regulació de la síntesi d�HA 

descrita recentment (Gómez-Ramírez et al., 2002) és la de l�AC/PKA. S�ha vist que en 

miniprismes d�escorça cerebral de rata, l�isobutil-metilxantina (inhibidor inespecífic de 
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la degradació d�AMPc) estimula la síntesi d�HA i que aquesta estimulació és revertida 

per inhibidors de la PKA. Per tant, existeixen dues vies de transducció de senyals 

capaces de regular la síntesi d�HA en terminals histaminèrgiques corticals, però es 

desconeix si aquestes dues vies interaccionen entre si.  

 Des del 1990 s�han descrit 9  isoformes d� adenilat ciclasa (AC), enzim responsable de 

la síntesi d�AMPc. Aquestes isoformes es diferencien en la seva distribució i en el seu 

mecanisme de regulació. El calci forma part del mecanisme de regulació de diversos 

tipus d�AC. A través de la calmodulina, el calci estimula l�activitat de les AC tipus I, III  

i VIII i inhibeix  l�AC tipus VI a través d�un  mecanisme desconegut. La PKC inhibeix 

l�AC tipus V i VI  i estimula les AC tipus II, V i VII. L�AC tipus IX és inhibida per  la 

calcineurina (fosfatasa dependent de calmodulina-calci). I a través de la CaMkII el calci 

inhibeix les AC tipus I i IBI, mentre que l�AC tipus IV no depèn de calci ni de PKC. El 

calci també pot actuar sobre la degradació de l�AMPc activant la fosfodiesterasa tipus I 

(PDE1) a través de la calmodulina (Duman i Nestler, 1999) o inhibint la PDE4 (Kelly et 

al., 1997).  

Així doncs, el calci pot augmentar o disminuir els nivells d�AMPc dependent del tipus 

d�AC i PDE locals. 

D�altra banda, s�ha descrit que l�AMPc pot  estimular l�entrada de calci pels CCAV 

directament o a través de la PKA (Cooper et al.,1995).  

Per tant, aquestes vies de regulació de la síntesi d�HA podrien estar connectades a través 

de l�AC, de les PDE o dels CCAV. 

 

3.2. Estimulació de la síntesi d�HA per l�augment d�AMPc (per ibmx) i per 
l�entrada de calci (per 30mM K+) simultàniament 
 

La incubació dels miniprismes amb un inhibidor inespecífic de les fosfodiesterases 

(l�isobutil-metilxantina o ibmx) provoca un augment de la síntesi d�HA (40%) en 

condicions no despolaritzants, que se suma a l�augment provocat per la despolarització 

amb 30 mM de potassi (figura 3.3.1), de manera que els efectes de la despolarització i 

de l�ibmx són additius. 
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Figura 3.3.1. Efectes additius de la despolarització per 30 mM de K+ i de l�ibmx  
Els resultats són mitjanes ± S.E.M expressades en % dels controls amb 2mM de K+. L�ibmx es 
va afegir 15 minuts abans del període d�incubació, el tampó despolaritzant s�afegeix just en el 
moment de començar la incubació. El 100% de la síntesi d�HA en els controls amb 2mM de K+ 
és 17.5 ± 4 fmols/mg proteïna/h (mitjana ± DE).*P<0.01  respecte als controls amb 2mM de 
K+. #P<0.01 respecte als despolaritzats amb 30 mM K+. El nombre de rèpliques s�indica entre 
parèntesis a sobre de les barres.  
 

3.3. Efecte de l�ibmx en presència d�inhibidors dels CCAV i de la CaMkII. 
 

Una altra manera de veure si les dues vies estan connectades o no és estimular la via de 

l�AMPc en presència d�inhibidors dels CCAV i de CaMkII. En la figura 3.3.2 es pot 

veure que cap dels inhibidors de la via del calci-CaMkII afecta l�augment de la síntesi 

d�HA provocat per l�ibmx. L�estimulació de la síntesi d�HA per ibmx (40%) es 

reverteix en presència de l�inhibidor de la PKA, PKI14-22. 
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Figura 3.3.2. Els inhibidors de la CaMkII, KN-62 (30 µM), de la calmodulina,W-13 (1mM) 
i dels CCAV, ω-conotoxina MVIIC (MVIIC) (3µM) i ω-conotoxina GVIA (GVIA) (3µM) 
no modifiquen l�augment de la síntesi d�HA estimulat per l�ibmx  
Els resultats són mitjanes ± S.E.M expressades en% dels controls amb 2mM de K+. L�ibmx es 
va afegir 15 minuts abans del període d�incubació. El 100% de la síntesi d�HA en els controls 
amb 2mM de K+ és 15 ± 6 fmols/mg proteïna/h (mitjana ± DE). #P<0.001  respecte als controls 
amb 2mM de K+. *P<0.01 respecte als estimulats amb ibmx. El nombre de rèpliques s�indica 
entre parèntesis a sobre de les barres.  
 

4. EFECTES DE LA INCUBACIÓ DE L�HDC AMB LA CAMKII I/O LA PKA 
EN CONDICIONS FOSFORILANTS 
 

4.1. Introducció 
 

Els resultats obtinguts fins aquest moment posen en evidència que tant la PKA com la 

CaMkII estan implicades en la regulació de la síntesi d�HA en miniprismes corticals. No 

obstant, no sabem si aquestes dues cinases fosforilen i activen directament o 

indirectament l�HDC. Com ja s�ha comentat en la introducció, aquest enzim té dues 

seqüències consens de fosforilació per a la PKA i quatre per a la CaMkII, de manera 

que existeix la possibilitat que aquestes cinases fosforilin l�HDC. 

Hem decidit estudiar els efectes de la incubació de l�HDC1/512 purificada amb PKA i 

CaMkII comercials en condicions fosforilants, en lloc d�estudiar l�eventual fosforilació 

de l�enzim en els miniprismes o en homogenats per les següents raons:  

1) En miniprismes les activacions de la síntesi d�HA provocades per 

despolarització no es tradueixen en un augment de l�activitat HDC mesurada en 
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homogenats de miniprismes. Aquests  resultats no canvien  pel fet d�homogeneïtzar en 

presència de diferents inhibidors de fosfatases (taula 3.4.1). 

 

2mM K+ 30mM K+ 30mM K+ (sense inhibidors de 
fosfatases) 

100% ± 13 (n=6) 99% ± 18 (n=5) 88% ± 19 (n=3) 
 

Taula 3.4.1. La mesura de l�activitat HDC en homogenats de miniprismes  despolaritzats. 
Amb i sense inhibidors de fosfatases (còctel I de calbiochem dil·luït 1/100 que conté 
cantharidin; bromotetramizole oxalate i Microcystin-LR) no mostra diferències 
significatives respecte dels controls no despolaritzats. Les dades són la mitjana ± la D.E 
de n mostres. El 100% de l�activitat HDC dels controls amb 2 mM de K+ correspon a 
21,3 ± 2,7 fmols d�HA/ mg.h. 
 

2) La CaMkII  comercial no activa l�HDC en homogenats d�escorça cerebral de 

rata (taula 3.4.2). 

3) En homogenats de cervell de rata l�anticòs anti-HDC comercial detecta un 

gran nombre de bandes, la qual cosa ens ha fet dubtar de l�especificitat de l�anticòs i per 

tant hem decidit no començar per un estudi de fosforilacions en miniprismes 

mitjanançant immunoprecipitacions.  

 

4.2. Fosforilació de l�HDC1/512 per PKA 
 

S�han incubat 10, 5 i 1 µg d�HDC1/512 purificada, amb  100 i 50 ng de subunitat 

catalítica de PKA comercial, en presència de 50 µM d�ATP que conté 5 µCi de [γ-
32P]ATP en un volum final de 100 µL. La separació de mostres en un gel de SDS 

posteriorment exposat en una placa fotogràfica dóna lloc a una banda de 55 kDa que 

incorpora 32P (figura 3.4.1). 
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Figura 3.4.1. Fosforilació de la HDC1/512 per la PKA 
Autoradiografia d�un gel de SDS d�incubats amb 10, 5 i 1 µg d�HDC1/512 purificada amb  100 
i 50 ng de subunitat catalítica de proteïna cinasa A (PKA) purificada de sèrum boví 
(Calbiochem), en presència de 50 mM d�ATP amb 5 µCi de [γ-32P]ATP. 
 

4.3. Fosforilació de l�HDC1/512 per CaMkII. 
 

La CaMkII purificada de cervell de rata (Calbiochem) fosforila l�HDC 1/512 (figura 

3.4.2), quan s�incuben 60 ng de la CaMkII en presència de 15 o 30 µg de l�HDC, 3 µg 

de calmodulina, 0.3mM de calci i 50 µM d�ATP (10 µCi [γ-32P]ATP ), en un volum 

final de 100 µl. L�autoradiografia mostra que la intensitat de la banda és màxima a 15 

µg d�HDC. La banda de 55 kDa que s�observa en els controls amb CaMkII, 

calmodulina i calci correspon a les subunitats a de la mateixa CaMkII  que es fosforilen 

en presència de calmodulina i calci (Tokumitsu et al., 1990). Quan s�incuba la CaMkII 

en absència de calmodulina i calci es veu que la banda no apareix. Encara que la 

CaMkII tingui el mateix pes molecular que la HDC i també es fosforili, la senyal en 

presència d�HDC és molt més gran que en els controls sense HDC, la qual cosa indica 

clarament que l�HDC es fosforila en presència de la cinasa (figura 3.4.2). 
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Figura 3.4.2. Fosforilació de la HDC1/512 per la CaMkII. 
Autoradiografia d�un gel d�electroforesi amb SDS dels incubats amb 30 o 15 µg d�HDC1/512 
purificada amb  60 ng de CaMkII purificada de cervell de rata (Calbiochem), en presència de 50 
µM d�ATP que conté 10 µCi de ([γ-32P]ATP).  
 

4.4. Activació de l�HDC per fosforilació 
 

Alíquotes de les mostres prèviament fosforilades corresponents a 4.5 ng d�HDC 

s�incuben en presència de 10 µM de piridoxal-5-fosfat i 60 µM d�His (0.1 µM de [3H]-

His) i es determina l�activitat HDC seguint el mètode descrit en l�apartat de materials i 

mètodes.  

La fosforilació de la HDC  per la PKA, per la  CaMkII i per les dues juntes augmenta 

l�activitat respecte als controls en un 21, 78  i 40%, respectivament (figura 3.4.3).  

La incubació d�homogenats d�escorça cerebral (1.5 mg de proteïna total) en les 

condicions fosforilants descrites per a la CaMkII i la posterior determinació d�activitat 

HDC d�alíquotes d�aquestes mostres fosforilades indica que el tractament amb CaMkII 

no modifica l�activitat (taula 3.4.2). 
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Control CaMkII 
100% ± 6 (n= 6) 102% ± 7,39 (n = 6) 

 

Taula 3.4.2. L�activitat HDC mesurada en homogenats d�escorça prèviament incubats en 
condicions fosforilants per a la CaMkII no varia respecte dels controls no incubats amb la 
cinasa  
Les dades són la mitjana ± la D.E. de 6 mostres. El 100% de l�activitat HDC dels controls amb 2 
mM de K+ correspon a 683,7 ± 41 fmols / mg.h. 
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Figura 3.4.3. La incubació de l�HDC1/512 purificada en condicions fosforilants amb 
CaMkII, PKA o les dues cinases juntes provoca augments de l�activitat HDC  
La mesura s�ha realitzat amb 4.5 ng de proteïna i 60 µM d�His (0.1 µM de [3H]-His).  El 100% 
de l�activitat HDC en els controls és  1609 ± 125 fmols/mg proteïna/h (mitjana ± DE).*P<0.01, 
**P<0.001 respecte als controls no fosforilats. #P<0.001 respecte als fosforilats amb CaMkII 
sense PKA. El nombre de rèpliques s�indica entre parèntesis a sobre de les barres.  
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5. ESTUDI DEL PAPER DEL CALCI EN LA REGULACIÓ DE LA SÍNTESI 
D�HA A TRAVÉS DELS RECEPTORS H3 EN MINIPRISMES D�ESCORÇA 
CEREBRAL.  
 

5.1. Introducció 
 

La via de l�AC/PKA està implicada en el mecanisme de regulació de la síntesi d�HA per 

l�autoreceptor H3 (Gómez-Ramírez et al., 2002) però diversos indicis assenyalen que no 

és l�única via de transducció del receptor: per exemple, l�agonista H3 imetit reverteix 

l�activació de la síntesi d�HA dependent de despolarització. Tanmateix aquesta 

despolarització no activa la síntesi d�HA per la via de l�AC/PKA.  

En canvi, el mecanisme de regulació de la síntesi d�HA en presència de tioperamida, 

agonista invers del receptor H3, sembla dependre exclusivament de l�activació de la 

PKA, ja que en condicions despolaritzants  l�efecte estimulador de la tioperamida es 

reverteix completament en presència d�inhibidors de la PKA (Gómez-Ramírez et al.,  

2002). En neurones histaminèrgiques la HA regula a través dels receptors H3 l�entrada 

de calci per aquests CCAV (Takeshita et al., 1998).  

Curiosament, l�efecte de la tioperamida només es manifesta quan una de les dues vies 

està estimulada, ja sigui la de l�AMPc amb l�ibmx o la del calci amb la despolarització 

(30 mM de K+), i no té cap efecte en condicions basals (Gómez-Ramírez et al., 2002).  

 

5.2. Estudi de les vies  d�inhibició de la síntesi d�HA per l�agonista del receptor H3 
imetit  
 

L�agonista del receptor H3 imetit  reverteix l�activació de la síntesi d�HA per ibmx 

independentment del bloqueig dels CCAV tipus N (figura 3.5.2). D�altra banda, 

l�inhibidor de la PKA (PKI14-22) no afecta la inhibició per  imetit de la síntesi d�HA 

estimulada per despolarització (figura 3.5.1).  
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Figura 3.5.1. L�agonista H3 imetit reverteix l�efecte de la despolarització independentment 
de la inhibició de la PKA per  PKI14-22 
El 100% de la síntesi d�HA en els controls correspon a 13.6 ± 1 fmols/mg proteïna/h (mitjana ± 
DE). **P<0.001  respecte als controls amb 2mM de potassi. #P<0.001 respecte als estimulats 
amb 30mM de potassi. El nombre de rèpliques s�indica entre parèntesis a sobre de les barres que 
representen la mitjana ± S.E.M.  
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Figura 3.5.2.  L�agonista H3 imetit reverteix l�efecte de l�ibmx independentment de la 
inhibició dels CCAV per la w-conotoxina GVIA  
El 100% de la síntesi d�HA en els controls correspon a 18 ± 0.5 fmols/mg proteïna/h (mitjana ± 
DE). *P<0.01  respecte als controls amb 2mM de potassi. #P<0.05 respecte als estimulats amb 
ibmx. El nombre de rèpliques s�indica entre parèntesis a sobre de les barres que representen la 
mitjana ± S.E.M.  
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5.3. Estudi de les vies d�activació de la síntesi d�HA per l�antagonista i agonista 
invers del receptor H3 tioperamida. 
 

En tots els experiments que es representen en la figura 3.5.3 es veu que l�agonista invers 

del receptor H3, tioperamida, augmenta significativament la síntesi d�HA en presència 

d�ibmx encara que la variabilitat de l�efecte és important (de 20% a 58% d�increment). 

L�inhibidor de la PKA, PKI14-22, reverteix el 82% de l�activació provocada per la 

tioperamida i l�ibmx conjuntament (figura 3.5.3.a). L�inhibidor dels CCAV tipus N (ω-

conotoxina GVIA) reverteix l�activació de la síntesi d�HA induïda per la tioperamida 

però no per l�ibmx (vegeu figura 3.5.3.b i figura 3.3.2). En la figura 3.5.3.c es veu com 

l�inhibidor de la CaMkII, KN-62, reverteix l�efecte de la tioperamida però no el de 

l�ibmx (vegeu també la figura 3.3.2).  

L�estimulació de la síntesi d�HA per tioperamida en condicions despolaritzants 

desapareix totalment en presència de l�inhibidor dels CCAV N, P i Q,  ω-conotoxina 

MVIIC (figura 3.5.4.a) i de l�inhibidor de la CaMkII, KN-62 (figura 3.5.4.b). Com que 

el KN-62 també pot inhibir els CCAV (Tsutsui M et al., 1996, Greenberg et al., 1987; 

Marley et al., 1996) hem estudiat els efectes de l�AIP, inhibidor específic de la CaMkII, 

que no s�ha descrit que afecti l�entrada de calci pels CCAV. A diferència del KN62, 

aquest compost només bloqueja el 60% de l�activació conjunta produïda per la 

despolarització i la tioperamida (figura 3.5.4.c). El 40% de l�activació romanent 

coincideix amb l�increment mitjà de la síntesi d�HA estimulat per l�agonista invers 

(figura 3.5.4.c). 



Resultats 

 74

0

50

100

150

200

250

ibmx (1mM)
Tiop. (0.1µM)

PKI14-22 (10µM)

-
-
-

+
+
+

+
-
-

+
+
-

(6)

(3)

(3)

(6)
* #

*

#

A

b

%
 d

e 
la

 s
ín

te
si

 d
'H

A 
de

ls
ba

sa
ls

 ( 
2m

M
 K

+  )

0

50

100

150

200

ibmx (1mM)
 Tiop. (0,1µM)
 w-ctxGVIA (3µM)

-
 -
-

(12)

(10)
(4) (9)

+
+
 +

+
 -
+

+
 +
-

+
 -
-

(15)
*

*#*#
# *

B

%
 d

e 
la

 s
ín

te
si

 d
'H

A 
de

ls
ba

sa
ls

 ( 
2m

M
 K

+  )

b

0

50

100

150

200

ibmx (1mM)
 Tiop. (0,1µM)
 KN-62 (30µM)

-
 -
-

#

(12)

(10)

(15)

(5) (10)
* b

*

+
 +
-

+
 -
-

+
 -
+

+
 +
+

* *# #

C

%
 d

e 
la

 s
ín

te
si

 d
'H

A 
de

ls
ba

sa
ls

 ( 
2m

M
 K

+  )

 
 

Figura 3.5.3. Inhibició per PKI14-22, ω-conotoxina GVIA i KN-62 dels efectes de la 
tioperamida sobre la síntesi d�HA en presència d�ibmx  
Tots els inhibidors s�afegeixen 5 minuts abans que l�ibmx. L�ibmx s�afegeix 15 minuts abans 
del període d�incubació amb [3H]-His. Els resultats són la mitjana ± S.E.M. El 100% de la 
síntesi d�HA dels controls amb 2 mM de potassi és 15 ± 0.32 (A), 12.4 ± 0.9 (B), 13 ± 0.9 (C) i 
24 ± 2.  *P<0.01 respecte als controls amb 2 mM de potassi; bP<0.01 respecte als estimulats 
amb ibmx. #P<0.01 respecte els stimulats amb ibmx i tioperamida. El nombre de rèpliques 
s�indica entre parèntesis a sobre de les barres.  
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Figura 3.5.4. L�estimulació de la síntesi d�HA provocada per la tioperamida en condicions 
despolaritzants s�inhibeix totalment per la ω-conotoxina MVIIC (A) i pel KN-62 (B), però 
no per l�AIP (C)  
El 100% de la síntesi d�HA és 23.6 ± 2.5 (A), 13 ± 1 (B) i 14.5 ± 0.2 fmols /mg de proteïna /h. 
(mitjana ± D.E)  *P<0.01 respecte dels controls 2 mM de potassi; bP<0.05 respecte dels 
despolaritzats amb 30 mM de potassi; #P<0.001 respecte dels estimulats amb tioperamida i 30 
mM de potassi. El nombre de rèpliques s�indica entre parèntesis a sobre de les barres. 
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6. PARTICIPACIÓ DE LA CAMKII EN L�ALLIBERAMENT D�HISTAMINA  
PER DESPOLARITZACIÓ EN MINIPRISMES D�ESCORÇA CEREBRAL 
 

6.1. Introducció 
 

El receptor H3 modula l�alliberament d�HA (Arrang et al., 1983) i d�altres 

neurotransmissors com l�acetilcolina (Blandizzi et al., 2001), glutamat (Molina-

Hernández et al., 2001) i noradrenalina (Silver et al.,2002). Es coneix que els receptors 

H3 modulen els CCAV tipus N i P (Takeshita et al., 1988) i que l�entrada  de calci  a 

l�interior de la cèl·lula és necessària per a l�alliberament vesicular de neurotransmissors 

(Südhoff, 1999). D�altra banda, la CaMkII s�ha descrit que  fosforila proteïnes 

implicades en el procés d�exocitosi de neurotransmissors (Nielander et al., 1995 ; 

Stefani et al., 1997; Hilfiker et al., 1999).   

Per estudiar l�alliberament d�HA hem adaptat el mètode radioisotòpic aplicat en 

miniprismes corticals, de manera que en un mateix experiments podem mesurar la 

síntesi i l�alliberament simultàniament (vegeu metodologia).  

En la figura 3.6.1 es pot veure que la despolarització per 30 mM de potassi  augmenta 

l�alliberament d�HA i que aquest alliberament es manté lineal en el temps. En 

condicions no despolaritzants ( 2 mM de potassi) l�alliberament és molt baix i  també es 

manté lineal durant mitja hora d�incubació.  Aquests resultats suggereixen que la HA 

alliberada no afecta significativament al seu propi alliberament almenys durant 30 

minuts d�incubació. Per tant,  podem utilitzar aquest mètode per estudiar l�alliberament i 

la síntesi d�HA en les mateixes mostres. 
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Figura 3.6.1. 30 mM de potassi provoca un augment de l�alliberament d�HA que es manté 
lineal durant els 30 minuts del període d�incubació 
Els resultats són la mitjana ± S.E.M i cada punt correspon a tres rèpliques. (Gómez-Ramírez-
Ramírez -Ramírez  J. 2002). 
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6.2. Efecte de la inhibició dels CCAV tipus N sobre l�alliberament d�HA 
estimulada per 30mM K+ 
 

En condicions despolaritzants, amb 30 mM de potassi, s�allibera entre un 62 i un 33% 

de la histamina sintetitzada (figures 3.6.2, 3.6.3 i 3.6.4). En presència de la ω-

conotoxina GVIA o de l�imetit la HA alliberada correspon a un 37 i un 17% de la HA 

sintetitzada, respectivament (figura 3.6.2). Per tant, la inhibició dels CCAV tipus N i 

l�acció de l�agonista del receptor H3 imetit reverteixen l�alliberament de la HA  un 40 i 

un 73%, respectivament.  

 

0

25

50

75

(28)

(24)

(13)

(6)

 K+(mM)
ω-Ctx-GVIA (3 µM)
 Imetit (100 nM)
% sint. HA

2
-
-

100

*

* #

#

30
-
-

208

30
+
-

118

30
-
+

103

%
 H

A 
si

nt
et

itz
ad

a 
qu

e
s'

al
lib

er
a

 
Figura 3.6.2. L�alliberament de la HA estimulat per la despolarització amb 30 mM de 
potassi s�inhibeix per acció de la ω-conotoxina GVIA o de l�imetit. 
* P<0.01 respecte dels controls amb 2mM de potassi; # P<0.01 respecte dels despolaritzats amb 
30 mM de potassi. Els resultats són la mitjana ± SEM del percentatge d�HA sintetitzada que 
s�allibera. El 100% de la síntesi d�HA és 13.9 ± 0.4 fmols HA/mg proteïna / hora (mitjana ± 
D.E.). El nombre de rèpliques s�indica entre parèntesis a sobre de les barres. 
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6.3. Efecte  de la inhibició de la PKC sobre l�alliberament d�HA estimulada per 30 
mM de K+ 
 

En la figura 3.6.3 es pot veure que la PKC probablement no està implicada en la 

regulació de l�alliberament d�HA en condicions despolaritzants, ja que cap de les 

concentracions assajades de l�inhibidor de la PKC, queleritrina, inhibeix l�alliberament 

de la HA sintetitzada. 
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Figura 3.6.3. La PKC no sembla participar en el mecanisme de regulació de l�alliberament 
d�HA durant la despolarització 
*P<0.001 respecte dels controls amb 2mM de potassi. Els resultats són la mitjana ± SEM del 
percentatge d�HA sintetitzada en cada grup que s�allibera. El 100% de la síntesi d�HA és 12.6 ± 
1.2  fmols HA/mg proteïna / hora (mitjana ± D.E.). El nombre de rèpliques s�indica entre 
parèntesis a sobre de les barres. 
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6.4. Efecte de la inhibició de la CaM i la CaMkII sobre l�alliberament d�HA 
estimulada per 30mM K+  
 

 Els inhibidors de la CaMkII, AIP i KN-62, impedeixen en un 46% i un 60% 

l�alliberament d�HA sintetitzada (figura 3.6.4). L�inhibidor de la calmodulina, W13, 

inhibeix un 16% de l�alliberament estimulat per despolarització (figura 3.6.4). 

0

10

20

30

40

K+(mM)
 KN-62 (3 µM)
 W-13 (0.6 mM)
 AIP (0.5 mM)
% sint. HA

*

#

#

#

*

*

*

2
-
-
-

100

30
-
-
-

230

30
+
-
-

113

30
-
+
-

108

30
-
-
+

111

(7)

(7)

(6)

(4)

(4)

%
 H

A 
si

nt
et

itz
ad

a 
qu

e
s'

al
lib

er
a

 
Figura 3.6.4. Els inhibidors de la CaMkII (KN-62 i AIP) i l�inhibidor de la calmodulina 
inhibeixen  part de l�alliberament d�HA estimulat per la despolarització  
*P<0.001 respecte dels controls amb 2mM de potassi; # P<0.01 respecte dels despolaritzats amb 
30 mM de potassi. Els resultats són la mitjana ± SEM del percentatge d�HA sintetitzada en cada 
grup que s�allibera. El 100% de la síntesi d�HA és 13.7 ± 1.2  fmols HA/mg proteïna / hora 
(mitjana ± D.E.). El nombre de rèpliques s�indica entre parèntesis a sobre de les barres. 
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DISCUSSIÓ 
 

1. DESENVOLUPAMENT D�UN NOU MÈTODE RADIOISOTÒPIC PER A LA 
DETERMINACIÓ DE LA SÍNTESI D�HA 
 

La primera part d�aquest treball ha consistit en posar a punt una tècnica per a mesurar la 

síntesi d�HA en teixit cerebral basada en la formació d�HA marcada radioactivament a 

partir de [3H]-His. En general, els mètodes radioisotòpics són els més sensibles  per a 

determinar activitat HDC. No obstant això, l�especificitat obtinguda dependrà de la 

correcta separació del producte que volem mesurar d�altres substàncies interferents.  

Aquesta tècnica desenvolupada per nosaltres combina la sensibilitat que comporta el fet 

de determinar un isòtop radioactiu amb l�especificitat de la separació del producte 

mitjanançant columnes d�HPLC. D�altra banda, l�ús de patrons interns d�HA freda per a 

cada mostra determina un millora de la repetitivitat i  també de l�especificitat.  

Aquest mètode també té la característica que ens permet quantificar la síntesi d�HA amb 

més precisió pel fet que prepurifiquem  la [3H]-His comercial i verifiquem la seva 

activitat específica, la qual hem constatat que en la majoria dels casos no coincideix 

amb l�especificada pel fabricant.  

L�eliminació de l�excés de [3H]-His es duu a terme perquè només un 0,1-0,5% de la 

[3H]-His incubada passa a [3H]-HA. Si no s�eliminés l�excés de [3H]-His, part d�aquesta 

podria contaminar el pic cromatogràfic d�HA a causa de l�asimetria dels pics,  la qual 

cosa augmentaria considerablement les dpm dels blancs i limitaria la sensibilitat. 

L�ús de l�HPLC per separar la [3H]-HA també permet una automatització del mètode, ja 

que la injecció, detecció i recol·lecció de les mostres es fa automàticament. Com que la 

quantitat de [3H]-HA sintetitzada és massa petita per a detectar-se per absorbància, 

utilitzem un patró intern d�HA freda que, per una banda, ens permet detectar el pic de la 

HA   i per l�altra calcular amb precisió el rendiment del procés, ja que s�utilitza  com a 

patró intern la mateixa substància que es quantifica. 

Per comprovar que la mesura que estem fent és HDC hem determinat  la Km i la Vmax 

de l�activitat HDC en homogenats de cervell. Els valors obtinguts s�indiquen en la 

figura 3.1.2. El valor de Km obtingut se situa entre els valors trobats per Garbarg et al. 

(1983) en el cervell humà (30 µM) i els descrits per fluorimetria en el nostre laboratori 

(200 µM) (figura 3.1.2). El valor de la Vmax a concentracions de substrats similars és 

proper a l�obtingut mitjanançant fluorimetria per Palacios et al., (1976) (figura 3.1.2). 
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Un altre paràmetre estudiat per validar el mètode ha estat la comprovació de la  

linealitat de l�activitat HDC en funció de la concentració de proteïna cerebral i del 

temps. Hem vist que la síntesi d�HA es manté lineal almenys durant una hora i a 

diferents quantitats de proteïna fins a 125 µg (figures 3.1.2.a i 3.1.2.b).  

La quantificació de la síntesi d�HA en fmols/mg/h s�ha dut a terme tant en homogenats 

com en miniprismes. Si be en els homogenats aquesta síntesi correspon a l�activitat 

HDC (ja que és l�únic enzim que duu a terme la síntesi d�HA en el cervell), en els 

miniprismes no es pot aplicar el terme �activitat HDC�. Això es deu al fet que la [3H]-

HA que mesurem en miniprismes és el resultat de la interacció de diferents factors: 

captació de la [3H]-His, activitat HDC i metabolisme de la HA. Així doncs, parlem 

sempre de síntesi d�HA quan ens referim als miniprismes i d�activitat HDC quan ens 

referim a homogenats i a l�HDC1/512 purificada. 

Hem utilitzat els miniprismes corticals per mesurar la síntesi i alliberament d�HA 

perquè es tracta de teixit cerebral en el qual la regulació de la síntesi d�HA pel receptor 

H3 té un significat indubtablement més fisiològic que en cèl·lules transfectades que 

acostuma a ser el sistema més usat per estudiar mecanismes de transducció. En els 

miniprismes corticals només podem veure el que succeeix  en les terminals de les 

neurones histaminèrgiques (tots els cossos d�aquestes neurones es troben en el nuclis 

tuberomamil·lars) durant un temps relativament curt, suficient per estudiar els 

mecanismes de transducció independentment  de  modificacions a nivell d�expressió  

gènica. L�inconvenient principal de l�ús d�aquest model és que les modificacions en la 

síntesi i alliberament d�HA induïdes pels diferents estímuls utilitzats (p.e. la 

despolarització) podrien ser degudes a l�alliberament de neurotransmissors de terminals 

no histaminèrgiques adjacents.  

 

2. MODULACIÓ DE LA SÍNTESI D�HA PER L�ENTRADA DE CALCI 
EXTRACEL·LULAR 
 

En miniprismes d�escorça de rata la despolarització per 30 mM de potassi augmenta la 

síntesi d�HA (Arrang et al., 1983; Arrang et al., 1987b) mitjanançant un mecanisme que 

no depèn de la PKA (Gómez-Ramírez et al., 2002). És ben conegut que durant la 

despolarització s�obren els CCAV i que l�entrada de calci per aquests canals activa 

enzims claus en la biosíntesi de neurotransmissors com la tirosina hidroxilasa 
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(Mestikawy et al.,1983) i la triptòfan hidroxilasa (Hamon et al., 1978; Kuhn et al., 

1978). 

D�altra banda, durant la despolarització l�augment de la biosíntesi de neurotransmissors 

i l�alliberament d�aquests solen ser fenòmens associats, i és conegut que l�entrada de 

calci pels CCAV és necessària per a l�alliberament de neurotransmissors incloent-hi la 

HA (Südhoff, 1999). 

Els nostres resultats mostren com tres bloquejants dels diferents CCAV, el Cd2+, la ω-

conotoxina MVIIC i la ω-conotoxina GVIA afecten la síntesi d�HA induïda per  

despolarització (figura 3.2.1). El Cd2+, inhibidor inespecífic de tots els CCAV 

(Halabisky et al., 2000) bloqueja un 70% l�efecte de la despolarització, la qual cosa 

suggereix que l�entrada de calci pels CCAV durant la despolarització activa la síntesi 

d�HA. Per tal de determinar quins CCAV estan implicats hem estudiat els efectes de 

dues conotoxines amb afinitats conegudes per a determinats tipus de CCAV. La ω-

conotoxina MVIIC, a concentracions de 0.1 µM, només inhibeix els CCAV tipus Q i no 

modifica l�efecte de la despolarització, per tant, aquests canals tipus Q no semblen 

estar-hi implicats. Per sobre d�1 µM aquesta conotoxina no només inhibeix els tipus Q 

sinó que també inhibeix els tipus N i P i, com es pot veure en la figura 3.2.1.b, reverteix 

totalment l�efecte de la despolarització. Així doncs, els CCAV tipus N i potser també els 

tipus P semblen ser els mediadors de l�efecte de la despolarització. La ω-conotoxina 

GVIA és un inhibidor específic dels canals tipus N (Catterall, 1995) i bloqueja el 84% 

de l�efecte de la despolarització (figura 3.2.1.c). Amb aquestes dades es pot concloure 

que durant la despolarització per 30 mM de potassi, el calci que activa la síntesi d�HA 

en l�escorça cerebral entra majoritàriament pels  CCAV tipus N  i probablement una 

petita part ho fa pels tipus P. Malgrat que el Cd2+ inhibeix aquests dos tipus de canals, el 

fet que no produeixi una inhibició total de la síntesi d�HA podria ser degut als efectes  

inespecífics del Cd2+ (Vallee et al.,1972)  i/o al fet que les condicions d�incubació no 

hagin estat les òptimes per a veure l�efecte màxim. Com que l�abundància relativa dels 

diferents tipus de CCAV varia en funció de la seva localització dins de l�anatomia de la 

neurona, no es pot descartar la participació d�altres tipus de canals en la regulació de la 

síntesi d�HA en altres regions cerebrals, com per exemple en els nTM, on es troben els 

cossos de les neurones histaminèrgiques. Diferències d�aquest tipus s�han descrit en 

neurones noradrenèrgiques (Rittenhouse et al.,1999). En  condicions basals (2mM K+) 

el fet que les conotoxines i el cadmi no afectin la síntesi d�HA suggereix que l�entrada 
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de calci pels CCAV no és necessària perquè se sintetitzi histamina en condicions de 

repòs (figura 3.2.1).  

Tachikawa et al., (1986) publiquen un treball en què el tractament de cèl·lules PC12 

amb un ionòfor de calci (A23187)  mimetitza l�estimulació de la tirosina hidroxilasa 

induïda per  despolarització. Els nostres resultats indiquen que la inomicina augmenta la 

síntesi d�HA un 60% (figura 3.2.2) per sobre dels controls, fet que suggereix que per 

augmentar la síntesi d�HA no és necessari que el calci entri pels CCAV. Aquest 

augment no és tan espectacular com  el provocat per la despolarització (200%) (figures 

3.2.1 i 3.2.2), la qual cosa podria estar d�acord amb diferències en els mecanismes 

activats pel calci en funció de les vies d�entrada. No es pot excloure que el menor efecte 

del ionòfor en comparació amb la despolarització estigui relacionat amb el fet que els 

CCAV i altres proteïnes implicades en l�activació de la síntesi d�HA estiguin agrupades 

formant  clústers. Aquests resultats són la primera evidència que l�augment de calci 

intracel·lular activa la síntesi d�HA en el cervell.  

Malgrat la claredat de tots aquests resultats, es coneix (Arrang et al., 1987b) que 

l�absència de calci en el medi d�incubació dels miniprismes augmenta un 200% la 

síntesi d�HA. Nosaltres hem replicat l�efecte de l�absència de calci, però no tenim de 

moment una interpretació clara respecte d�aquestes qüestions (dades no mostrades). Per 

aquest motiu vam evitar fer experiments amb absència de calci extracel·lular i ens vam 

centrar en la utilització d�inhibidors específics dels CCAV.  

 

3. LA CAMKII ACTIVA LA SÍNTESI D�HA DURANT LA 
DESPOLARITZACIÓ  
 

Com que un dels mecanismes establerts d�acció del calci és l�activació de proteïnes 

cinases, hem estudiat la participació de la PKC i de la CaMkII en l�efecte de la 

despolaritació.  

 En condicions basals (2 mM de potassi) diferents concentracions de l�activador de la 

PKC, TPA, no augmenten la síntesi d�HA (figura 3.2.3.b). De forma similar, la 

preincubació dels miniprismes amb diferents concentracions de Queleritrina (inhibidor 

específic de la PKC) no reverteix l�efecte de la despolarització (figura 3.2.3.a) la qual 

cosa indica que la PKC no sembla estar implicada en l�efecte de la despolarització. En 

canvi, els nostres resultats indiquen que l�activació de la síntesi d�HA per 

despolarització desapareix quan s�inhibeix la CaMkII.  
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El mecanisme de l�activació de la CaMkII consisteix en la unió de calmodulina-calci i la 

posterior autofosforilació de la cinasa. Hem utilitzat tres tipus d�inhibidors amb 

mecanismes d�inhibició diferents (figura 3.2.4). El W-13 és un antagonista de la 

calmodulina (Hidaka i Tanaka, 1983) i provoca una inhibició gairebé total de l�efecte de 

la despolarització (figura 3.2.4.a). El KN-62 impedeix la unió de la calmodulina-calci a 

la CaMkII (figura 3.2.4.b) i provoca un 93% d�inhibició de l�efecte de la 

despolarització. L�AIP és un pèptid miristoilat que inhibeix la CaMkII en els llocs 

d�autofosforilació i d�unió al substrat (Wolfe et al., 2002) (figura 3.2.4.c) i també 

inhibeix el 92% de la síntesi d�HA dependent de despolarització. La raó d�utilitzar tres 

tipus d�inhibidors diferents es deu al fet que recentment s�ha vist que tant el W-13 com 

el KN-62 poden inhibir l�entrada de calci per CCAV (Greenberg et al., 1987; Tsutsui et 

al., 1996; Marley  et al., 1996). En canvi no s�ha descrit cap inespecificitat de l�AIP 

(Wolfe et al., 2002). El fet que tots tres inhibidors de la CaMkII impedeixin per 

mecanismes diferents l�activació de la síntesi d�HA per despolarització ens permet 

afirmar que la CaMkII forma part del mecanisme d�activació de la síntesi d�HA en 

condicions despolaritzants (figura 3.2.4). En condicions basals (amb 2mM de K+) cap 

d�aquests inhibidors afecta la síntesi d�HA, per tant, la CaMkII no formaria part del 

mecanisme de regulació de la síntesi d�HA en condicions no despolaritzants (figura 

3.2.4).  

 Aquests resultats són similars als trobats prèviament en el cas de la síntesi de dopamina 

i serotonina. La CaMkII fosforila una gran varietat de proteïnes, entre les quals es troba 

la tirosina hidroxilasa (TH) (Mestikawy et al., 1983) i la triptòfan hidroxilasa (TPH) 

(Hamon et al., 1978), enzims claus en la síntesi de catecolamines i de 5-HT, 

respectivament. L�increment de l�activitat TH durant la despolarització de terminacions 

dopaminèrgiques cerebrals es deu exclusivament a la fosforilació dependent de calci de 

la TH (Mestikawy et al., 1983). El mateix enzim és fosforilable per PKA, però aquesta 

fosforilació no afecta l�activació de la TH per despolarització (Mestikawy et al., 1983). 
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4. LA SÍNTESI D�HA EN MINIPRISMES D�ESCORÇA CEREBRAL ES 
REGULA INDEPENDENTMENT PER LA VIA DEL CALCI/CAMKII I PER LA 
VIA DE L�AC/PKA 
 

En la bibliografia es documenten gran nombre  de punts de connexió entre la via del 

calci/ CaMkII i la via de l�AC/PKA. Per exemple, en el cervell el calci via calmodulina 

pot activar les AC tipus I, III, VIII (Hanoune i Defer, 2001) i modular la degradació de 

l�AMPc activant la fosfodiesterasa tipus I (PDE1) (Duman, 1999) o inhibint la PDE4 

(Kelly et al., 1997). D�altra banda, la CaMkII fosforila i inactiva l�adenilat ciclasa tipus 

III (Wayman et al.,1995; Hanoune i Defer, 2001). Finalment, la PKA pot fosforilar i 

augmentar l�entrada de calci a través dels CCAV tipus L durant la despolarització 

(Cooper et al., 1995), encara que en neurones dels ganglis de la medul·la espinal la 

fosforilació dels CCAV tipus N per la PKA mostra un efecte oposat (Sculptoreanu et al., 

1995). 

Resultats previs del nostre grup descriuen que la inhibició de les fosfodiesterases 

d�AMPc i GMPc per mitjà de l�ibmx activa la síntesi d�HA a través d�una via diferent. 

D�altra banda, l�augment de la síntesi d�HA causat per despolarització no desapareix en 

presència d�un inhibidor de la PKA (PKI14/22) (Gómez-Ramírez et al.,2002), fet que 

indica que la via de l�AC/PKA pot estimular la síntesi d�HA però no participa en 

l�efecte de la despolarització.  

Els resultats d�aquesta tesi mostren que l�efecte de l�ibmx no desapareix quan 

s�inhibeixen els CCAV, la calmodulina o la CaMkII (figura 3.3.2), fet que descarta que 

l�augment en la concentració d�AMPc provocat per ibmx actuï estimulant l�entrada de 

calci a través dels CCAV. Una altra prova de la independència de les dues vies de 

transducció és que els efectes activadors de l�ibmx i de la despolarització se sumen 

(figura 3.3.1), i això suggereix que no hi ha efectes moduladors aparents d�una via 

respecte de l�altra. Així doncs, existeixen dues vies de transducció de senyal que poden 

activar de forma independent la síntesi d�HA en terminals histaminèrgiques corticals: la 

via de l�AC/PKA i la via del calci/CaMkII. També podem concloure que durant la 

despolarització l�entrada de calci pels CCAV i l�activació de la CaMkII seria l�única via 

responsable de l�activació de la síntesi d�HA en les terminacions histaminèrgiques. 
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5. FOSFORILACIÓ I ACTIVACIÓ DE LA HDC PER CAMKII I PKA 
 

Els resultats anteriors plantegen la incògnita de si aquestes dues cinases activen la HDC 

mitjanançant una fosforilació directa o bé mitjanançant proteïnes intermediàries. Per 

veure si aquestes cinases poden fosforilar i activar l�HDC hem escollit treballar amb 

l�enzim purificat. En teixit cru de cervell pot resultar més difícil determinar canvis de 

fosforilació en l�HDC pel fet que l�anticòs comercial per a aquest enzim reconeix un 

gran nombre de bandes en immunoblots. D�altra banda, les activacions de la síntesi 

d�HA per despolarització no es mantenen un cop s�homogeneïtzen els miniprismes, fet 

que indica la pèrdua de la modificació activadora de la proteïna HDC, possiblement per 

l�acció de proteases i/o fosfatases. Un dels avantatges de treballar amb l�enzim purificat 

és el fet de no tenir presents aquestes fosfatases i proteases en el medi d�incubació. El 

principal desavantatge és que les fosforilacions in vitro podrien no reflectir les 

fisiològiques, ja que és difícil saber quines són les concentracions precises de cinases i 

HDC en els compartiments específics de la cèl·lula. A més a més encara no està clar 

quina forma enzimàtica d�HDC és la forma activa en la cèl·lula.  

Els nostres resultats demostren la fosforilació de l�HDC 1/512 per la PKA i/o la CaMkII 

in vitro (figures 3.4.1 i 3.4.2). Aquests resultats tenen un valor especialment rellevant 

perquè les fosforilacions van acompanyades d�una activació de l�activitat HDC (figura 

3.4.3). També és significatiu el fet que l�activació per la CaMkII és major que 

l�activació per la PKA, ja que coincideix amb l�observació que en els miniprismes 

d�escorça cerebral la despolarització activa la síntesi d�HA més que l�ibmx. També vam 

assajar si la fosforilació per les dues cinases juntes provocava una activació sumatòria, 

però malauradament en aquest cas els resultats in vitro no es corresponen amb els 

efectes sumatoris observats en miniprismes (figura 3.3.1). No tenim una explicació per a 

la menor activació provocada per les dues cinases juntes (figura 3.4.3), que hauria de ser 

estudiada amb més profunditat. Per aclarir si la HDC també es fosforila i activa en el 

cervell, en el nostre grup estem duent a terme immunoprecipitacions d�HDC de 

miniprismes corticals amb anticossos fosfoespecífics seguits d�immunodetecció d�HDC 

amb anticossos comercials. Els nostres resultats preliminars (no mostrats) indiquen que 

la despolarització augmenta la fosforilació en serines/treonines de proteïnes 

immunoreactives per l�anticòs comercial anti-HDC, la qual cosa indica que in vivo 

l�HDC també es fosforila de forma paral·lela a la seva activació. Aquesta fosforilació no 
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es produeix en presència d�inhibidors de CaMkII (KN-62 i AIP) (comunicació personal 

de David Moreno). 

Altres enzims purificats com la TH i la TPH també es fosforilen per la CaMkII i la PKA 

in vitro. Aquestes fosforilacions in vitro es troben en residus específics diferents per a 

cada cinasa i es corresponen als que es troben fosforilats in vivo per acció de 

despolarització o estimulació de la via de l�AMPc respectivament  (Hamon et al., 1978; 

Kuhn et al., 1978; Atkinson et al., 1987; Ehret et al., 1989; Stenfors i Ross, 2002;). 

L�activació de la síntesi de 5-HT durant la despolarització depèn exclusivament de la 

via del calci-CaMkII, mentre que la inhibició de la síntesi de 5-HT per l�autoreceptor 

5HT1B depèn de la via de l�AC/PKA (Stenfors i Ross, 2002). En la TH purificada no 

s�ha vist que la fosforilació per CaMkII augmenti l�activitat de l�enzim, però quan 

s�afegeix homogenat la TH s�activa  (Yamauchi et al., 1981; Atkinson  et al., 1987) fet 

que suggereix que l�activació per fosforilació de la TH per la CaMkII necessita una  

proteïna activadora que estaria present en l�homogenat. En el cas de l�HDC no sembla 

necessària la presència d�una proteïna activadora, ja que la fosforilació per la CaMkII in 

vitro augmenta l�activitat HDC. 

 

6. PARTICIPACIÓ DEL CALCI COM A SEGON MISSATGER  EN EL 
MECANISME DE TRANSDUCCIÓ DEL RECEPTOR H3 
 

El calci forma part del mecanisme de transducció del receptor H3 en la regulació de 

l�alliberament de neurotransmissors, però no s�havia descrit mai que  participés en la 

regulació de la síntesi d�HA per aquest autoreceptor. Tot i així és conegut el fet que 

l�imetit, agonista H3, reverteix l�activació de la síntesi d�HA per 30 mM de K+ (Arrang 

et al., 1987a; Gómez-Ramírez et al., 2002) i això fa pensar que l�H3 pot regular la 

síntesi de l�amina a través del tancament dels CCAV (Takeshita et al., 1998). Com que 

la despolarització activa la síntesi d�HA mitjanançant la CaMkII i l�imetit inhibeix 

l�efecte de la despolarització, és lògic pensar que l�imetit actua inhibint la CaMkII a 

través del tancament dels CCAV. Aquesta conclusió es veu refermada per resultats del 

nostre grup (David Moreno, comunicació personal) que indiquen que l�imetit pot 

impedir la fosforilació de l�HDC induïda per despolarització. Com ja hem comentat 

abans, aquesta fosforilació no es dóna en presència d�inhibidors de la CaMkII.  

L�acció del receptor H3 sobre els CCAV es podria donar a través de la proteïna Gi 

simultàniament a l�acció sobre l�AC, ja que en el nostre grup hem vist que l�imetit 
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també inhibeix l�efecte activador de la forskolina (activador de l�AC) i de l�ibmx 

(inhibidor de les PDE i activador indirecte de la PKA) sobre la síntesi d�HA (Gómez-

Ramírez et al., 2002). En les figures 3.5.1 i 3.5.2 es mostren resultats que suggereixen 

que l�efecte inhibidor de l�imetit sobre qualsevol de les dues vies no necessita la 

participació de l�altra via, ja que  reverteix l�efecte de l�ibmx i de la despolarització 

independentment de la presència de la ω-conotoxina GVIA i de l�inhibidor de la PKA, 

respectivament. Aquest resultat descartaria interpretacions més complexes com per 

exemple la possibilitat que l�imetit inhibís la síntesi d�HA a través de l�acció del calci 

sobre PDE o la fosforilació per PKA de CCAV, etc. En altres paraules, l�agonista H3 

inhibeix les vies del calci i de l�AMPc independentment una de l�altra. Tot i així, es 

podria obtenir una millor demostració de l�acció dual del receptor H3 mitjanançant 

corbes dosi/efecte amb diferents  concentracions d�imetit en presència d�un inhibidor 

d�una de les dues vies.  

Els efectes de la tioperamida sobre la síntesi d�HA són més difícils d�interpretar. Tal 

com ja s�ha comentat, la tioperamida és un antagonista/agonista invers capaç d�inhibir 

l�activitat constitutiva intrínseca del receptor (Morisset et al., 2000). En els miniprismes 

corticals la tioperamida augmenta la síntesi d�HA  només quan s�estimula qualsevol de 

les dues vies (per despolarització o per ibmx) però no en condicions basals (2mM de 

K+) (Gómez-Ramírez et al., 2002). Aquest efecte estimulador de la tioperamida podria 

ser degut a la supressió de l�activitat constitutiva, malgrat que això és difícil d�afirmar 

amb rotunditat, perquè en els miniprismes existeix HA extraneuronal i per tant la 

tioperamida podria actuar com a antagonista clàssic. Aquesta HA extraneuronal podria 

venir de l�alliberament basal o estimulada per despolarització. L�alliberament basal 

d�HA (2mM de potassi) no sembla suficient per activar el receptor, ja que si el receptor 

estigués activat la tioperamida antagonitzaria l�efecte de la HA i augmentaria la síntesi 

de [3H]-HA. D�altra banda, l�ibmx no sembla produir alliberament d�HA (Gómez-

Ramírez, 2002), per la qual cosa l�efecte de la tioperamida en presència d�ibmx tampoc 

es pot explicar com un antagonisme de la HA alliberada. En presència de 30 mM de 

potassi (i per tant, d�alliberament d�HA) l�efecte de la tioperamida sobre la síntesi d�HA 

podria ser degut a la suma d�un efecte antagonista clàssic i d�un efecte agonista invers. 

Aquestes dades fan pensar que tot, o almenys una part, de l�efecte activador de la 

tioperamida que observem es deu a la supressió de l�activitat constitutiva del receptor. 

En condicions amb 2mM de potassi sembla haver-hi activitat AC i PDE en les terminals 

histaminèrgiques, ja que la inhibició de la degradació d�AMPc per ibmx augmenta la 
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síntesi d�HA. L�activitat intrínseca del receptor H3 mantindria inhibida l�AC. La 

tioperamida hauria d�impedir aquesta inhibició, activant l�AC i augmentant així els 

nivells d�AMPc. S�ha descrit que la tioperamida augmenta els nivells d�AMPc en 

cèl·lules transfectades amb el receptor i estimulades amb forskolina (Morisset et al., 

2000). Els nostres resultats demostren que la tioperamida augmenta la síntesi d�HA en 

presència d�ibmx, inhibidor de les PDE que augmenta els nivells d�AMPc. No obstant, 

la tioperamida no incrementa  la síntesi d�HA en condicions amb 2 mM de potassi sense 

ibmx o sense forskolina (Gómez-Ramírez et al., 2002). Aquests resultats permetrien 

concloure  que per tal que la tioperamida incrementi la síntesi d�HA cal sobrepassar uns 

certs nivells llindar d�AMPc.  

El fet que la tioperamida augmenti els nivells d�AMPc estaria d�acord amb l�observació 

que l�estimulació que produeix sobre la síntesi d�HA es bloqueja per inhibidors de la 

PKA (figura 3.5.3.a). D�altra banda, malgrat que la despolarització, igual que l�ibmx, 

permet que es manifesti l�efecte de la tioperamida, la inhibició de la PKA no reverteix 

l�augment de la síntesi d�HA dependent de despolarització.  Aquests fets farien pensar 

que els efectes de la tioperamida estarien mediats exclusivament per la via de 

l�AC/PKA, i no per la de la CaMkII. 

Com acabem de comentar, l�efecte de la tioperamida també s�observa en condicions 

despolaritzants, en absència d�inhibidors de les PDE (figura 3.5.4). Això suggereix que 

l�entrada de calci pels CCAV també podria ser necessària perquè la tioperamida tingui 

efecte. Com que la HA tanca CCAV a través del receptor H3 (Takeshita et al., 1998), és 

raonable pensar que la tioperamida pot obrir aquests CCAV. Nosaltres hem observat 

que els inhibidors dels CCAV (figura 3.5.3.b i 3.5.4.a) reverteixen l�efecte de la 

tioperamida sobre la síntesi d�HA. Això suggereix que seria necessària una interacció 

entre l�entrada de calci pels CCAV i la via de l�AC/PKA per tal que la tioperamida 

pugui estimular  la síntesi  d�HA. Aquesta interpretació planteja la incògnita de en quin 

punt de les vies de transducció es pot donar l�esmentada interacció. La CaMkII no 

sembla ser necessària perquè es manifesti l�efecte de la tioperamida. Dels inhibidors del 

CaMkII assajats només el KN62 però no l�AIP inhibeix l�efecte de la tioperamida 

(figures 3.5.3.c, 3.5.4.b i 3.5.4.c). Aquesta aparent contradicció es pot explicar pel fet 

que el KN62 també pot inhibir CCAV (Tsutsui et al.,1996). Tots aquests resultats 

indiquen que l�entrada de calci pels CCAV estimulada per tioperamida no activaria la 

síntesi d�HA a través de la CaMkII, sinó a través de la via de l�AC/PKA. Existeixen tres 

tipus d�AC molt abundants en el cervell (tipus I, III i VIII)  que s�activen per calci-
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calmodulina i són inhibibles per subunitats de la pGi (Hanoune i Defer, 2001). Per tant, 

podria ser que l�AC que forma part del mecanisme de regulació  de la síntesi d�HA per 

H3 en neurones histaminègiques estigués regulada per calmodulina-calci. La inhibició 

de l�activitat constitutiva del receptor H3 per la tioperamida, permetria, per una banda 

una  major entrada de calci pels CCAV i per l�altra un desbloqueig de l�AC a través de 

la  inactivació de les subunitats de la pGi, que la faria susceptible de ser activada per 

calmodulina-calci. Com que l�AC estaria més activa, els nivells d�AMPc augmentarien  

i s�activaria  la PKA, que fosforilaria i activaria l�HDC.  

La hipòtesi que l�AC implicada en la regulació de la síntesi d�HA es pugui activar per 

calci-calmodulina planteja la pregunta de per què la via de l�AC/PKA no participa en 

l�activació de la síntesi d�HA per despolarització. Encara que no tenim una explicació 

clara, podria ser que en condicions despolaritzants l�AC estigués inhibida per la pGi a 

causa de l�activitat constitutiva del receptor H3, i l�entrada de calci extracel·lular no 

seria suficient per activar-la. També és possible que l�entrada de calci pels CCAV 

activés PDE, fosfatases o fins i tot proteases que formessin part del mecanisme de 

regulació de la síntesi d�HA.  

També ens podem preguntar per què l�entrada de calci produïda per tioperamida no 

activa la síntesi d�HA via CaMkII. Una possibilitat seria que l�increment de calci 

intracel·lular produït per tioperamida es donés només en llocs molt concrets de la 

neurona, en els quals es trobés l�AC formant un clúster amb el receptor H3 i els CCAV,  

però no la CaMkII. De fet, la mesura òptica de concentracions de calci en neurones 

indica que els increments fisiològics de calci citoplasmàtic se situen en punts molt 

concrets de la neurona (Smith i Augustine,1988; Fink et al., 1988). Una altra possibilitat 

no excloent amb l�anterior seria que l�AC tingués una major afinitat per la CaM-calci  

que la CaMKII, i per tant s�activés a concentracions petites de calci. Segons aquest 

raonament, caldria assumir que l�augment de l�entrada de calci produït per tioperamida 

és de petita magnitud. 
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7. MECANISMES DE REGULACIÓ DE L�ALLIBERAMENT D�HA DURANT 
LA DESPOLARITZACIÓ 
 

 El receptor H3 regula l�alliberament de gran varietat de neurotransmissors com  

l�acetilcolina (Blandizzi et al., 2001), glutamat (Molina-Hernández et al., 2001), 

noradrenalina (Silver et al., 2002) i la mateixa histamina (Arrang et al., 1983) a través 

de la seva acció sobre els CCAV (Takeshita et al., 1998). Per investigar el mecanisme 

de transducció del receptor H3 que regula l�alliberament d�HA hem utilitzat 

miniprismes corticals de forma similar a com ho van fer Arrang et al. (1983 i 1987b),  

però amb petites modificacions per mesurar simultàniament la síntesi d�HA.  

La despolarització amb potassi estimula l�alliberament d�HA en miniprismes d�escorça 

cerebral entre 9 i 12 vegades respecte al basal com ja s�havia descrit (Arrang et al., 1983 

i 1987b). L�alliberament d�HA es manté lineal durant la incubació, tant en condicions 

basals com en condicions despolaritzants (figura 3.6.1). Això suggereix que en aquestes 

condicions l�alliberament d�HA no és prou gran per retroinhibir el seu propi 

alliberament a través del receptor H3. Això estaria en concordança amb el fet que 

l�imetit és capaç d�inhibir l�alliberament en aquestes condicions (figura 3.6.2).  

L�alliberament d�HA en les terminals histaminèrgiques de l�escorça cerebral depèn en 

part de l�entrada de calci pels CCAV tipus N, perquè en presència de la ω-conotoxina 

GVIA (inhibidor específic dels CCAV tipus N) s�inhibeix el 40% de l�alliberament 

(figura 3.6.2). Aquest percentatge d�inhibició és més petit que el percentatge d�inhibició 

de la mateixa conotoxina sobre la síntesi d�HA estimulada per despolarització (figura 

3.2.1.c). Per tant, seria lògic fer la hipòtesi que en l�alliberament hi participessin CCAV 

que no modulen la síntesi. Washington et al. (2000) han demostrat la participació dels 

CCAV tipus L en l�alliberament d�HA en l�escorça cerebral mitjanançant microdiàlisi, 

encara que nosaltres hem vist que aquests tipus de CCAV no participen en la regulació 

de la síntesi d�HA (figura 3.2.1). L�imetit aconsegueix revertir el 70% de l�alliberament 

provocat per despolarització (figura 3.6.2) la qual cosa indicaria que els receptors H3 

poden tancar altres tipus de CCAV, que podrien ser els P (Takeshita et al., 1998)  i/o els 

L (Washington et al., 2000). D�altra banda, com que l�imetit no reverteix tot l�efecte de 

la despolarització, es podria pensar que hi ha CCAV que no estan modulats pels 

receptor H3. En tot cas seria necessari fer més experiments amb inhibidors selectius de 

CCAV per a poder demostrar aquest punt.   
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L�acció del calci com a modulador de l�alliberament podria estar mediada per diferents 

mecanismes. Podríem descartar la implicació de la PKC, ja que la inhibició de la cinasa 

per queleritrina no afecta l�alliberament d�HA estimulat per despolarització (figura 

3.6.3). En canvi la CaMkII sí que participa en la regulació de l�alliberament d�HA, ja 

que els inhibidors de la calmodulina i de la CaMkII bloquegen parcialment aquest 

alliberament. Cap d�aquests inhibidors bloqueja el 100% de l�alliberament, de manera 

que hi ha d�haver altres mecanismes implicats en els quals no participa la CaMkII. A 

més a més, els percentatges d�inhibició varien entre els diferents inhibidors assajats: 

curiosament l�inhibidor de la calmodulina, W-13, inhibeix menys l�alliberament 

(33%)(figura 3.6.4) que els inhibidors de la CaMkII. El KN62 i l�AIP reverteixen 

l�alliberament d�HA estimulat per despolarització en un 60% i un 46% respectivament 

(figura 3.6.4). La major inhibició per acció del KN-62 es podria explicar per la capacitat 

que té d�inhibir certs tipus de CCAV, com per exemple els L (Tsutsui et al., 1992). Com 

que el W-13 també pot inhibir entrades de calci extracel·lular, això ens porta a pensar 

que aquest inhibidor podria tenir altres efectes sobre el mecanisme d�alliberament que 

no podem explicar amb les dades actuals. En general, el que es pot concloure d�aquests 

resultats és que la CaMkII participa en la regulació de l�alliberament de la HA, encara 

que probablement no sigui l�únic mecanisme implicat.  
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Figura 4.1. La CaMkII forma part del mecanisme d�activació de la síntesi i alliberament 
d�HA durant la despolarització 
La despolarització per 30 mM de potassi activa els CCAV tipus N i entra calci a l�interior de la 
terminal  de la neurona. El calci que entra s�uneix a la calmodulina i l�activa. La calmodulina 
activada s�uneix a la CaMkII i promou l�autofosforilació i activació d�aquesta cinasa i 
l�activació de la síntesi i alliberament d�HA.In vitro la CaMkII fosforila i activa l�HDC 
purificada. 
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Figura 4.2. L�activació de la síntesi d�HA per acció de l�ibmx depèn de l�activitat PKA i és 
independent de la via del calci  
L�ibmx augmenta els nivells basals d�AMPc i per tant l�activitat PKA. L�increment de la síntesi 
d�HA dependent d�ibmx s�inhibeix totalment per acció d�inhibidors de la PKA i no per cap 
inhibidor dels CCAV, de la CaM ni de la CaMkII.  In vitro, la PKA fosforila i activa  l� HDC 
purificada. 
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Figura 4.3. L�augment de la síntesi d�HA per tioperamida, tant en presència d�ibmx com 
en 30 mM de potassi, depèn de l�entrada de calci pels CCAV principalment tipus N i de 
l�activitat PKA, però no de la CaMkII 
En aquest cas la hipòtesi és que la calmodulina activada per l�entrada de calci activaria l�AC i la 
síntesi d�HA per la via de la PKA. La CaMkII, a causa de la seva posició més distal, no formaria 
part del clúster i no s�activaria. 
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CONCLUSIONS 
 

 1) Hem posat a punt un mètode radioisotòpic que ens permet determinar 

l�activitat HDC en homogenats i la síntesi i alliberament de [3H]-histamina en 

miniprismes d�escorça cerebral, de manera sensible, específica  i repetitiva. 

 

 2) La despolarització per 30mM de potassi activa la síntesi d�HA a través de 

l�entrada de Calci majoritàriament pels CCAV tipus N. 

 

 3) Durant la despolarització, l�entrada de calci pels CCAV activa la síntesi d�HA 

per mitjà de l�activació de la proteïna cinasa dependent de calci-calmodulina tipus II 

(CaMkII).  

 

 4) L�increment de la síntesi d�HA per l�activació de la via calci/CaMkII és 

independent de la via de transducció de l�AC/PKA. 

 

 5) In vitro, tant la PKA com la CaMkII fosforilen i activen la HDC purificada 

(versió 1/512). 

 

 6) L�agonista de l�autoreceptor H3, imetit, inhibeix la síntesi d�HA estimulada 

per la via del calci-CaMkII i per la via de l�AC-PKA independentment.  

 

 7) L�entrada de calci pels CCAV tipus N forma part del mecanisme de 

transducció del receptor H3 per regular la síntesi d�HA. 

 

 8) L�augment de la síntesi d�HA per tioperamida, tant en presència d�ibmx com 

en condicions despolaritzants, depèn de l�entrada de calci pels CCAV tipus N i de 

l�activitat PKA, però no de la CaMkII.  

 

 9) En l�escorça cerebral, l�entrada de calci pels CCAV i l�activació de la CaMkII 

formen part del mecanisme d�alliberament d�HA en condicions despolaritzants. 
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