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Enzymatically isolated dog lung and gut mast cells were stimulated with com
pound 48/80, ionophore A23187, concanavalin A and FNa-Ca. Cell response elicited
by A23187, concanavalin A or 48/80 is almost completely inhibited by isoproter
enol. Concanavalin A induced histamine release on gut mast cells is high, indicating
an elevated degree of sensitization of these cells. Results point to the existence of
beta adrenergic inhibitory activity on dog lung and gut mast cells.
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Los mastocitos son celulas con precur-
sores mal conocidos que intervienen en las
reacciones de alergia, nipersensibilidad in-
mediata y en diversos procesos patologi-
cos (8). Presentan heterogeneidad, tanto
funcional como histologica; se pueden di-
vidir en dos tipos, mucosos y conectivos,
con caracteristicas farmacologicas e his-
tologicas distintas (7). Dentro de cada
tipo, las celulas presentan diferencias de 
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comportamiento farmacologico segun su
origen anatomico. La heterogeneidad de
los mastocitos tiene importantes implica-
ciones clinicas, ya que la accion de un far-
maco en un determmado modelo de mas-
tocito puede no ser extrapolable a otra po-
blacion distinta, y esto es todavia mas im-
portante cuando las conclusiones basadas
en los resultados obtenidos en animales
pretenden ser extrapoladas a los humanos.
Por tanto, es importante estudiar cada
modelo celular por separado. En trabajos
previos se ha estudiado la actividad beta
adrenergica en distintas poblaciones de 
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mastocitos de rata. La actividad beta adre-
nergica es inhibidora en las poblaciones
pleural y peritoneal (2, 3), es inhibidora a
nivel sistemico (4), y parece no existir en
la poblacion de mastocitos de pulmon
(10). En el presente trabajo describimos
la actividad inhibidora del isoproterenol
en mastocitos de pulmon e intestino de
perro.

Material y Metodos

Los medios fisioldgicos empleados para
la manipulacion de los mastocitos, asi
como la tecnica fluorimetrica para la de-
terminacion de la liberacion de histamina,
han sido descritos previamente (2-4). Las
incubaciones en presencia de los estimulos
se prolongan durante 10-15 min. Las
preincubaciones de las celulas se realizan
durante 10 min.

Obtencion de los mastocitos de intestino
de perro. — Los mastocitos se obtienen
mediante dispersion enzimatica con cola-
genasa, siguiendo una combinacion de las
tecnicas descritas por Ennis (5) y Barrett
y Metcalfe (1). Se sacrifica al animal con
una sobredosis de pentobarbital y se toma
una porcion de unos 20 cm de intestino
delgado, que se lava repetidas veces con
solucion salina, para eliminar moco y ex-
crementos. Se seca sobre papel de filtro y
se corta en pequenos fragmentos de 1 g,
que se lavan con solucion Umbreit sin cal-
cio ni magnesio y con EGTA 10 p.M, du
rante 10 min, con agitacion a 37 °C, en la
proporcion 7-10 g de tejido por 25 ml de
solucion. Se hace un segundo lavado con
solucion de Umbreit con N-acetil-l-cis-
teina 50 mM, durante 1 min, a 37 °C, para
suprimir mucosidades. Se lava nuevamen-
te durante 20 min, se corta en fragmentos
de 1 mm y se procede a la digestion en
zimatica. En un matraz de plastico de 50
ml se incuban 7-10 g de tejido en 25 ml de
solucion de Umbreit, con 1 mg/ml de pro-
teina (albumina bovina) y colagenasa (25 

mg/25 ml) con agitacion a 37 °C durante
90 min. Tras la dispersion del tejido me
diante succion con jeringa de plastico de
10 ml, se filtra el tejido por una gasa pre
viamente humedecida en solucion de Um
breit, y el liquido resultante, que contiene
las celulas obtenidas por la dispersion en
zimatica, es lavado tres veces con la misma
solucion.

Todos los ensayos con concanavalina A
se realizaron en presencia de 10 pg/ml de
fosfatidilserina.

Obtencion de los mastocitos de pulmon
de perro. — La obtencion de los fragmen
tos de tejido, para la digestion enzimatica,
y los detalles del metodo han sido descri
tos previamente (10).

Viabilidad celular y citotoxicidad. — La
viabilidad celular y la citotoxicidad de los
farmacos empleados se determina median
te la tecnica ae exclusion del azul tripano,
previamente descrita (3).

Todos los reactivos empleados son de
Sigma.

Todos los datos son analizados em-
pleando el test t de Student para datos no
apareados. Se consideran significativos va-
lores de p < 0,01. Todos los datos fueron
obtenidos como minimo cuatro veces por
duplicado o triplicado, y se presentan
como media y error estandar de la media
(SEM). Se representan solo los SEM su-
periores a 4.

Resultados

Mastocitos de pulmon. — Los mastoci
tos estimulados con calcio y previamente
sensibilizados con FNa 10 mM lib eran
hasta un 19 % de histamina, con valores
de respuesta maximos a partir de concen-
traciones de calcio de 2 mM. La respuesta
comienza a manifestarse con calcio 0,1
mM (fig. 1). El compuesto 48/80 produce
la respuesta maxima (16 %), con 5 pg/ml
(fig. 2), y la concentracion necesaria para
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Fig. 1. Liberation de histamina en mastotitos de
pulmon de perro preincubados durante 10 min
con FNa 10 mM y estimulados a continuation con

caltio.

Fig. 2. Liberation de histamina en mastotitos de
pulmon de perro estimulados con distintas concen

trations de compuesto 48/80.

Fig. 4. Inhibition de la liberation de histamina
produtida por el ionoforo A23187 o el compuesto
48/80 en presencia de distintas concentrationes de

(-)isoproterenol.

activar la respuesta es de 1 pg/ml. El io-
noforo A23187 comienza a producir res
puesta a partir de 100 nM, y la respuesta
es maxima con 10 pM, con valores de se
crecion de 20 % en la meseta de la curva
(fig. 3). En presencia de isoproterenol, la
respuesta producida por el ionoforo
A23187 se anula casi completamente y
hasta un 80 % con el 48/80 (los dos ulti-
mos puntos en las dos curvas son signifi-
cativamente distintos) (fig. 4).

Mastotitos de intestino. — La figura 5
muestra el perfil de respuesta obtenido al
estimular las celulas con distintas concen-
traciones de concanavalina A. La respues-

Fig. 3. Liberation de histamina en mastotitos de
pulmon de perro estimulados con ionoforo

A23187.

Concanavalina A (pg/ml)

Fig. 5. Liberation de histamina en mastotitos de
intestino de perro, estimulados con concanava

lina A.
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Fig. 6. Liberation de histamina en mastotitos de
intestino de perro, estimulados con ionoforo

A23187.

ta se inicia con 40 pg/ml, se dispara con
80 pg/ml, y la meseta se alcanza con 100
pg/ml. La respuesta maxima es del 30 %.
Cuando el estimulo es el ionoforo
A23187, la respuesta maxima se obtiene
con 10 |1M, y corresponde a un 20 %. La
secrecion de histamina es apreciable a par-
tir de 100 nM, y se dispara con 1 pM (fi-
gura 6).

En la figura 7 se muestran los perfiles
correspondientes a la inhibicion que el
isoproterenol produce en la respuesta al
ionoforo o a la lectina. La inhibicion es

Fig. 7. Inhibition produtida por el isoproterenol
en la respuesta de los mastotitos de mucosa intes
tinal deperro a la concanavalina A (l)y ionoforo

A23187 (2).

practicamente total a partir de 100 pM,
tanto para la respuesta producida por la
lectina como por el ionoforo.

Para comprobar el posible bloqueo se
lective de la accion del isoproterenol, se
empled propranolol 10 pM. Concentra-
ciones inferiores no mostraron accion al-
guna, y con 10 pM la respuesta obtenida
no fue significativamente distinta de la ob
tenida con el farmaco estimulante en au-
sencia de isoproterenol, aunque los erro-
res estandar fueron muy superiores, en
torno al 10 %.

Discusion

La farmacologia in vitro de los distintos
subtipos de mastocitos de perro no ha sido
estuaiada hasta el momento. El interes del
estudio en mastocitos de intestino radica
en dos aspectos, por una parte esta es la
primera vez que se describe la existencia
de actividad adrenergica inhibidora en
mastocitos de mucosa intestinal de perro
y, tambien, que estas celulas se emplean
como modelo celular para el estudio de la
exocitosis. Asimismo, este trabajo es el
primero en el que se emplean los masto
citos de pulmon de perro como modelo
celular para el estudio de la actividad [3-
adrenergica y de la respuesta a farmacos
utilizados en la bioquimica de la exocito
sis.

Los resultados muestran que la conca
navalina A produce respuesta en masto
citos de mucosa intestinal de perro. La
respuesta es bastante elevada, ya que es si
milar a la de los mastocitos conectivos de
rata (aproximadamente un 30 %). Los
mastocitos de pulmon de rata responden
como maximo un 20 % a la concanavali
na. Dado que esta actua uniendose a los
azucares de las IgE unidas a los receptores
Fc de la membrana plasmatica de los mas
tocitos (6), la respuesta de los mastocitos
de mucosa intestinal de perro indica que
el nivel de sensibilizacion de estas celulas
es elevado, lo cual es logico si se tiene en 
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cuenta el importance papel que los mas-
tocitos intestinales tienen en la supresion
de portadores antigenicos en el intestino.

Los mastocitos de pulmon sensibiliza-
dos con FNa responden al calcio siguien-
do un tipico perfil dosis-respuesta, auncjue
con un grado de respuesta muy bajo, si se
compara con los mastocitos de la cavidad
pleural o peritoneal de rata (hasta un 70 %
de respuesta) o con los de pulmon de rata
(10) (nasta un 40 %). Esto indica que los
mecanismos dependientes del calcio son
menos activos que en los otros modelos
celulares, aunque es un hecho bien cono-
cido la baja respuesta de los mastocitos
mucosos a la mayoria de los estimulos.
Aunque en el caso de este modelo celular
concreto, la respuesta es particularmente
baja para todos los estimulos, lo cual se
confirma tambien con el ionoforo A23187
o el compuesto 48/80.

Los valores de respuesta maxima en las
celulas de pulmon en los datos de movi-
lizacion de calcio coinciden en el caso del
ionoforo y la activacion con FNa, lo que
indica que ambos estan, posiblemente,
modulando las mismas rutas bioquimicas,
ya que alguna ruta que moviliza calcio
puede generar respuestas cuantitativamen-
te muy distintas, como es el caso de la res
puesta mediada por agentes que activan la
protein kinasa C (Warner and Mac-
Glashan, in preparation).

La inhibicion que el isoproterenol ejerce
sobre la respuesta al A23187, la concana-
valina A o el 48/80 apoya la existencia de
actividad adrenergica de tipo beta. Esta hi-
potesis se confirma por el hecho de que el
(LD)isoproterenol apenas inhibe la res
puesta al A23187, la concanavalina A o el
48/80 (datos no publicados). Sin embargo,
es importance cener en cuenca que las con-
cencraciones empleadas alcanzan la mag-
nicud micromolar, concencracion elevada
para escudios in vitro sobre recepcores. La
inhibicion de la accion del isoprocerenol
en presencia del propranolol debe de ser
incerprecada en principio con reservas, ya
que si bien podria ser consecuencia del 
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bloqueo de los posibles recepcores [5-adre-
nergicos, tambien podria ser debida a la
secrecion de hiscamma inespecifica que es-
cos farmacos producen en ciertos casos
(9), y que podria justificar los elevados
errores estandar obcenidos con estos dacos.

Escos resulcados son marcadamence dis-
cincos a los obcenidos en mascocicos de
pulmon de raca, en donde no se aprecia
accividad inhibidora de cipo beca adrener-
gico, lo cual de nuevo confirma la enorme
diversidad farmacologica que presencan
los mascocicos de discincos tejidos y es
pecies. Es por canco arriesgado incencar
excrapolar informacidn obcenida en mas
cocicos de una clase a ocra poblacion dis-
cinca, maxime si es de ocra especie.

En resumen, los dacos aporcados apo-
yan inicialmence la posible exiscencia de
accividad adrenergica inhibidora en mas-
cocitos.
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Resumen

Los mastocitos aislados enzimaticamente a
partir de pulmon y mucosa intestinal de perro
constituyen un modelo celular no estudiado
previamente. Se describe la respuesta de estas
celulas al FNa-calcio, al compuesto 48/80, al
ionoforo A23187 y a la concanavalina A. La
respuesta inducida por A23187, la concanava
lina A o el 48/80 se inhibe casi completamente
con isoproterenol. La respuesta a la concana
valina A es intensa, lo que indica que el grado
de sensibilizacion de los mastocitos intestinales
es alto. Los resultados apoyan la existencia de
actividad beta adrenergica inhibidora en ambos
modelos celulares.

Palabras clave: Mastocitos mucosos, P-adrenergico,
Fluoruro sodico, Calcio, Concanavalina A, Ionoforo

A23187.
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