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RESUMEN

Estudios previos realizados por Campos y colaboradores han demostrado la presencia de un
reflejo periférico que modula inhibitoriamente la actividad simpética en el conducto deferente
de la rata. Una modulacién inhibitoria similar fue encontrada en el corazdn del perro. En este
reflejo periférico de asa corta parece estar involucrada una interaccién entre neuronas
noradrenérgicas y neuronas que contienen histamina, en el cual la histamina neuronal parece
estar modulando la actividad simpaética y la presién arterial de una manera inhibitoria. En este
sentido, intervenciones quirargicas de la via neuronal que contiene histamina, la cual es
adyacente a los nervios simpaticos del conducto deferente de la rata, causan una facilitacion
local de la actividad simpatica.

Ademas, Campos y colaboradores demostraron también un incremento de la actividad de la
L-histidina descarboxilasa, marcador de la neurona que contiene histamina, por estimulacion de
la via simpatica, e inhibicion de la enzima caus6 una facilitacion de la actividad simpatica e
hipertension arterial en la rata, sugiriendo la existencia de un mecanismo generalizado
modulador de la actividad simpatica. Condiciones estresantes que aumentan la actividad
simpatica incrementan los niveles sanguineos de histamina en la rata y en humanos, por lo que
se piensa que concomitantemente con la descarga simpatica hay una liberacion de histamina
neuronal periférica como fendémeno reflejo compensador.

Teniendo en cuenta estos hallazgos, en este trabajo se procedid a explorar si hay
participacion de la histamina mastocitaria en el reflejo periférico de autorregulacion de la
actividad simpatica.

Para ello, ratas machos Sprague-Dawley recibieron 0.75 mg/kg, i.p. del compuesto 48/80,
diariamente por 12 dias; tratamiento que produce una marcada desgranulacion mastocitaria. Se
determind la presion arterial media y la frecuencia cardiaca usando un plestimografo de cola,
encontrandose que los pardmetros cardiovasculares no cambiaron ni en el curso ni al final de la
desgranulacion con el compuesto 48/80. De estos estudios se desprende que la histamina
mastocitaria tiene un papel secundario en la regulacién funcional de la actividad simpatica.
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ABSTRACT

Earlier studies have shown the existence of a novel peripheral reflex, which down regulates
sympathetic activity in the rat vas deferens. A similar inhibitory modulation was found in the
dog heart. It appears that, as a rule, the sympathetic discharge interacts with histamine-
containing neurons in the periphery. Neuronal histamine seems to be inhibitorily modulating
noradrenaline release from sympathetic nerve terminals, thus damping down sympathetic
activity and arterial pressure. Along these lines, enhancement of sympathetic activity is
accompanied by an increase of L- histidine decarboxilase activity, and inhibition of neuronal
histamine biosynthesis causes facilitation of sympathetic activity and arterial hypertension. All
the evidence suggests that histamine is reflexly released when sympathetic activity is enhanced.
Within this context, we studied the possible participation of mast cell histamine in the peripheral
reflex of sympathetic autoregulation.

The effects of chronic mast cell degranulation with 48/80, 0.75 mg/Kg i.p. daily for 12 days, on
cardiovascular parameters were studied. Mean arterial pressure and heart rate did not change
during the course or at the end of treatment with 48/80, which suggests that mast cell histamine
is not involved in the functional regulation of sympathetic activity and arterial pressure.

Key Words: Neuronal and mast cell histamine, Peripheral reflex, Sympathetic activity.
INTRODUCCION

Campos y col. (1988, 1992, 1995, 1996, 1998) demostraron la presencia de un reflejo
periférico que modula inhibitoriamente la actividad simpatica en el conducto deferente de la
rata. En este reflejo participan tres neuronas, la noradrenérgica, la sensorial peptidérgica y la
neurona histaminérgica.

La descarga simpatica puede excitar la aferente sensorial primaria cuyo cuerpo celular
neuronal esta localizado en el ganglio simpatico ipsolateral. La via nerviosa sensorial puede
cruzar y llevar el mensaje a la neurona que contiene histamina (HA) del ganglio simpatico
contralateral cuya via nerviosa viaja en direccidn contraria para inervar el conducto deferente
donde la actividad simpatica estad aumentada (Campos, 1988; Campos y Bricefio, 1992; Campos
y Dominguez, 1995, Campos y col, 1998). Asi, la HA liberada de la neurona histaminérgica
puede inhibir la liberacion de noradrenalina (NA) del terminal nervioso simpatico a través del
receptor inhibitorio H; (Acufia y col, 1998).

En este orden de ideas, la HA neuronal parece ser liberada reflejamente como un fenémeno
compensatorio durante la actividad simpatica aumentada en el conducto deferente (Campos y
Dominguez, 1995; Campos y Montenegro, 1998). Estos hallazgos sugieren la presencia de una
interaccion generalizada entre neuronas noradrenérgicas y las que contienen HA.

Asi, la inhibicidn irreversible de la sintesis de la HA neuronal con a-fluorometilhistidina, en
la rata, causa una facilitacion de la actividad simpética que conduce a hipertension arterial,



sugiriendo la existencia de un mecanismo generalizado de autorregulacion simpatica
(Dominguez y col., 1991; Campos y col., 1996).

Hallazgos previos de Campos y colaboradores han demostrado que las situaciones de estrés
causan un incremento en la HA sanguinea tanto en las ratas (Campos y Montenegro, 1998)
como en los humanos (Campos y col., 1999). Todas estas situaciones estan acompafiadas por un
aumento de la actividad simpética. Asi, la estimulacion de la actividad simpaticosuprarrenal
mediante estimulo eléctrico plantar induce un incremento rapido de los niveles de HA sanguinea
(Campos y Montenegro, 1998). Este incremento de los niveles de HA sanguinea es dependiente
de la actividad simpatica como qued6 demostrado por el bloqueo ganglionar o por la
simpatectomia quimica crénica, lo que sugiere que el aumento de la HA sanguinea inducido por
estrés depende de la actividad simpatica (Campos y Montenegro, 1998).

Ademas, Campos y col. (1999) demostraron en humanos que situaciones de estrés producido
por el ejercicio en la cincha deslizante, el cual se acompafia de incremento de la actividad
simpaética, se correlaciona con aumentos de los niveles de HA en sangre. Asi, en humanos
normotensos, un aumento de la actividad simpaética, debido al ejercicio fisico en la cincha
deslizante, es acomparfiado por una elevacion de la HA sanguinea, sugiriendo la presencia de
una interaccion neuronal similar en humanos. Al contrario, en humanos hipertensos sometidos
al mismo grado de ejercicio fisico, no ocurre elevacién de la HA sanguinea, sugiriendo que tal
interaccion falla en los hipertensos, lo cual podria estar involucrado en la fisiopatologia de la
enfermedad (Campos y col., 1999).

En los humanos, los mastocitos se hallan en grandes cantidades en el tejido conectivo laxo
de todos los 6rganos, en especial alrededor de los vasos sanguineos, nervios, vasos linfaticos de
la piel, tracto respiratorio superior e inferior y mucosa gastrointestinal. Los sitios de formacién
y almacenamiento de la HA, aparte de los mastocitos, comprenden las células epidérmicas, la
mucosa gastrica, las neuronas del sistema nervioso central y del sistema nervioso periférico
(Uvnaés, 1974; West, 1986).

Se ha sugerido la existencia de dos compartimientos periféricos de almacenamiento de la
HA: un compartimiento en células mastocitarias, de recambio lento, y un compartimiento
celular no mastocitario de recambio rapido, resistente al desgranulador de las células
mastocitarias, el compuesto 48/80 (Campos, 1988). Por otro lado, se sabe que la HA en la rata
es almacenada predominantemente en la célula mastocitaria del tejido conectivo, por lo que
cabe preguntarse cual es el papel de la HA mastocitaria en el reflejo de autorregulacion
simpatica.

En este trabajo estudiamos la posible participacion de la HA mastocitaria en el reflejo
periférico de autorregulacion simpatica.

MATERIALES Y METODOS

Para ello, se uso ratas albinas, machos, Sprague-Dawley con peso corporal promedio entre
200y 300 g, suministradas por el bioterio de la Escuela de Medicina José Maria Vargas. Las



ratas fueron mantenidas en jaulas metalicas con un ciclo de 12:12 horas de luz-oscuridad.
Dichos animales recibieron agua y alimento Ratarina® ad libitum. Un dia antes del experimento,
solo recibieron sacarosa al 10% ad libitum.

Desgranulacion crénica

El compuesto 48/80 fue administrado a las ratas en dosis de 0.75 y 1.0 mg/kg, i.p.
diariamente por 12 dias. Los grupos controles recibieron solucidn salina al 0.9% i.p.
Posteriormente, se determiné HA en sangre y los parametros cardiovasculares: presion arterial
media (PAM) y frecuencia cardiaca, los cuales fueron determinados diariamente al inicio y
cuatro dias antes de finalizar el tratamiento

Determinacién de histamina en sangre

Las ratas mantenidas por 24 horas con sacarosa al 10% ad libitum, fueron anestesiadas con
pentobarbital sédico, 60 mg/kg i.p., y se les extrajo la sangre de la vena cava inferior para su
posterior anélisis.

Los niveles de HA sanguinea se determinaron por método fluorométrico (Schwartz y col.,
1972; modificado por Campos y Montenegro, 1998). Para la determinacién de HA, se desarrolld
un fluoréforo por condensacion de la amina con o-ftaldehido en un medio fuertemente alcalino.
Se incubé el eluido en un bafio a 27 °C durante 5 minutos; luego en el mismo bafio, a todas las
muestras se les agreg6 0.16 ml de NaOH 5 N y 0.1 ml de o-ftaldehido al 0.2% en metanol, se
esperd exactamente 3 minutos y finalmente la reaccion se detuvo con 0.25 ml de H,SO, 3 N
(Hakanson y col., 1972).

La lectura de las muestras que contenian HA se realizd en un
espectrofluorometro Perkin-Elmer (modelo LS50B). Los niveles de la HA
fueron calculados por el método del estandar externo (250 mg/ml en HCI 6
N). La dilucion del estandar se realizo diariamente hasta una cantidad final de
200 ng de HA. La cantidad de HA en las muestras fue calculada por
comparacion de intensidad de fluorescencia entre la muestra en estudio y la
obtenida con el estandar, y expresada como ng HA/ml de sangre. La
recuperacion de la HA (100-400 ng) afadida a muestras duplicadas fue del
78%.

Medicidn de la presion arterial y la frecuencia cardiaca en ratas desgranuladas

Para estimar la actividad simpatica, se determiné la presion arterial y la frecuencia cardiaca
en las ratas desgranuladas con el compuesto 48/80. Antes de la medicidn, los animales fueron
expuestos a una temperatura de estufa de 40 — 42 °C durante 15 minutos. Luego fueron
inmovilizados en una caja de contencién. La determinacion de los pardmetros se hizo mediante
un método pletismografico, no invasor, usando un transductor digital (LE 5001, LETICA
Scientific Instruments, Barcelona, Espafia). Se registro la presion arterial sistdlica, diastdlica
(mmHg); y frecuencia cardiaca (latidos/minuto).



Para minimizar el estrés, las ratas fueron entrenadas diariamente con el
plestimdgrafo tres dias antes del experimento. El valor de la presion arterial
media y la frecuencia cardiaca se obtuvo como la media aritmética de cuatro o
cinco determinaciones consecutivas por dia. Estas mediciones se realizaron
durante los 4 dias anteriores a la finalizacion del tratamiento con el compuesto
48/80, a fin de evaluar la actividad simpatica durante la desgranulacién
mastocitaria.

Estadistica

El analisis de Varianza y el test de Multiples Comparaciones de Tuckey-
Kramer fueron usados para evaluar las diferencias en los niveles de histamina
en las muestras sanguineas, ademas de los parametros cardiovasculares.

RESULTADOS
Determinacion de histamina en sangre

En la figura 1 se puede observar que los niveles de HA sanguinea en ratas, después del
tratamiento diario con 48/80, 0.75 y 1.0 mg/kg i.p., durante 12 dias mas una dosis
desencadenante del compuesto 48/80, no produjeron aumentos en la liberacién de HA en las
ratas que fueron desgranuladas crénicamente; mientras que la administracion aguda i.p. del
compuesto 48/80 caus6 un aumento estadisticamente significativo en las ratas que recibieron
solucion salina por 12 dias i.p. con respecto al control.

Con esto se demuestra que 12 dias del tratamiento con este agente fueron suficientes para
alcanzar desgranulacion debido a que cuando administramos una dosis aguda desencadenante
del compuesto 48/80, los niveles de HA sanguinea en las ratas con desgranulacion crénica no
fueron modificados. La dosis desencadenante fue efectiva para incrementar la HA en los grupos
controles que recibieron salina por 12 dias. De nuestros hallazgos podemos inferir que los
niveles de HA sanguinea no parecieran provenir del compartimiento mastocitario ya que con 12
dias de tratamiento con 48/80, y cuando los mastocitos estan bien desgranulados, no se
modifican los niveles de HA.

La administracion del compuesto 48/80 en dosisde 0.75 (n=8)y 1.0 (n =
11) mg/kg i.p., no produjo cambios en los niveles de HA sanguinea en las
ratas tratadas cronicamente por 12 dias (Fig. 1). El grupo control recibio salina
por 12 dias (n =10).

La Fig. 1 muestra los niveles de HA sanguinea en ratas, después del tratamiento diario con
48/80, 0.75y 1.0 mg/kg i.p., durante 12 dias mas una dosis aguda desencadenante del
compuesto 48/80. Las ratas fueron agrupadas de la siguiente forma: salina 12 dias (n = 10);
salina 12 dias mas una dosis aguda de 48/80, 0.75 mg/kg, i.p. (n = 8); 48/80 12 dias (n = 8); mas
una dosis aguda de 48/80, 0.75 mg/kg, i.p. (n =5).
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La administracion aguda i.p. del compuesto 48/80 caus6 un aumento estadisticamente
significativo (p < 0.0001) en las ratas que recibieron solucion salina por 12 dias mas el
tratamiento agudo desencadenante del compuesto 48/80 en las dosis de 0.75 mg/kg (59.67 +
5.77 ng/ml sangre) y 1.0 mg/kg (97.12 + 4.32 ng/ml sangre) i.p., con respecto al control (27.25
+ 0.91 ng/ml sangre).

Figura 1: Niveles de HA sanguinea en ratas
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Figura 2: Presion arterial media (mmHg) en ratas
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Figura 3: Determinacion de la frecuencia cardiaca (latidos/minuto) en ratas
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Determinacién de la frecuencia cardiaca (latidos/minuto) en ratas tratadas diariamente con 48/80, 0.75
mg/kg i.p., (n = 8), durante 12 dias. El grupo control recibi6 salina por 12 dias (n = 8). Los datos son
expresados como la media £ E.E.

Medicion de la presién arterial y la frecuencia cardiaca en ratas con mastocitos
desgranulados

Posteriormente, quisimos estudiar los cambios en los parametros cardiovasculares durante el
proceso de desgranulacién mastocitaria. El tratamiento crénico con el compuesto 48/80 no
afectd la actividad simpatica de las ratas durante los Gltimos 4 dias del tratamiento, porque no se
registré cambios ni en la presion arterial media ni en la frecuencia cardiaca, lo que sugiere que
la HA mastocitaria no juega un papel importante en el control de la actividad simpética. El
tratamiento diario con el compuesto 48/80, 0.75 mg/kg i.p., (n = 8) durante 12 dias, en los
Gltimos 4 dias del tratamiento, no influyé sobre la presion arterial media (mmHg) (Fig. 2), ni
sobre la frecuencia cardiaca (latidos/min) (Fig. 3). El grupo control recibi6 salina por 12 dias (n
=8).

DISCUSION

Varios autores han demostrado la presencia de HA en nervios simpéticos periféricos
(Kwiatkowski, 1943; Rexed y Euler, 1951; Ryan y Brody, 1972). Se ha demostrado que la HA
esta parcialmente localizada en el tejido nervioso y en mastocitos del tejido conectivo epidural,
perineural y endoneural (McDonald y col., 1981). También se ha sefialado la presencia de HA
en el ganglio simpatico de ratones genéticamente desprovistos de mastocitos (Weinreich, 1985)
y en neuronas de ganglio simpatico de ratas; en esta especie especificamente se evidencio la
presencia de células inmunorreactivas a HA en el ganglio cervical superior y en el complejo
ganglionar ciliaco-mesentérico superior, lo que indica la presencia de neuronas que contienen
HA en el ganglio simpético (Happdla y col., 1985).

De manera que para estudiar la posible participacion de la HA mastocitaria en el reflejo de
autorregulacion periférica, utilizamos el compuesto 48/80. Este compuesto es un producto de
condensacion del p-metoxifenetilmetilamina con formaldehido. Se ha postulado que su principal
mecanismo de accion es la desgranulacién del mastocito liberando tanto HA como otros
constituyentes vesiculares (West, 1986). Ademas, el 48/80 es muy usado experimentalmente por
poseer especificidad relativa y baja toxicidad (Riley y West, 1955).

En este estudio nosotros administramos una dosis del compuesto 48/80, 0.75 mg/kg i.p.
demostrando que 12 dias después de la desgranulacion los niveles de HA sanguinea no se
modifican (Fig. 1). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Ohtsuki y col. (1985)
quienes demostraron que la administracion diaria del compuesto 48/80 por 8 6 12 dias no
incrementd los niveles sanguineos de HA; mientras que la administracion diaria del agente
aumento los niveles sanguineos de HA, 30 minutos después de su administracion, alos 2y 4
dias del tratamiento (Ohtsuki y col., 1985). Estos hallazgos son inversamente proporcionales a
los encontrados en la desgranulacién del mastocito bajo las mismas condiciones del tratamiento,
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debido a que estos autores demuestran que a los dos dias del tratamiento se observo poco o
ningln efecto sobre los niveles de HA en el mastocito. Sin embargo, observaron una
disminucién significativa de los niveles de HA en el mastocito durante la administracion
repetida del compuesto 48/80 por 4 (80,2%), 8 (89.1%) 6 12 (91.1%) dias.

De nuestros hallazgos podemos inferir que los niveles de HA sanguinea no parecieran
provenir del compartimiento mastocitario ya que con 12 dias de tratamiento con 48/80, los
mastocitos estan bien desgranulados con cualquiera de las dosis usadas y los niveles sanguineos
no cambian.

Ademaés, demostramos que 12 dias del tratamiento con este agente fueron suficientes para
alcanzar desgranulacion debido a que cuando administramos una dosis aguda desencadenante
del compuesto 48/80, los niveles de HA sanguinea en las ratas con desgranulacion crénica no
fueron modificados (Fig. 1). La dosis desencadenante fue efectiva para incrementar la HA en los
grupos controles que recibieron salina por 12 dias (Fig. 1).

Se midieron los niveles de HA en sangre total debido a que, en las ratas y otros mamiferos,
la HA puede ser recaptada dentro de los elementos celulares sanguineos. En este sentido, es
seguro medir los cambios réapidos en los niveles de HA en la sangre total en vez del plasma
(Campos y col., 1999).

Por otra parte, el tratamiento crénico con el compuesto 48/80 no afect6 la actividad
simpaética de las ratas durante los ultimos 4 dias del tratamiento, lo cual quedd demostrado
porque no se registré cambios ni en la presion arterial media (Fig. 2) ni en la frecuencia cardiaca
(Fig. 3); lo que sugiere que al HA mastocitaria no juega un papel importante en el control de la
actividad simpatica.

CONCLUSION

De estos estudios se desprende que la histamina mastocitaria, por tanto tiempo estudiada en
el campo de la Patologia, tiene un papel secundario en la regulacion funcional de la actividad
simpatica, y, por tanto, cobran mayor fuerza las afirmaciones anteriores (Campos, 1988;
Campos y Bricefio, 1992; Campos y col., 1996) sobre el papel destacado de la histamina
neuronal periférica en la regulacion funcional del tono simpético a través del reflejo periférico.
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