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Efecto del isoproterenol sobre la liberation de
histamina en mastocitos de pulmon de rata
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Rat lung mast cells were stimulated with drugs with distinct mechanisms of
action, namely concanavalin A, compound 48/80 ionophore A23187, in the presence
of the beta adrenergic agonist (-)isoproterenol. Cells show a high response when
they are stimulated with FNa-calcium. Isoproterenol does not inhibit histamine re
lease induced by any stimuli, but enhances the response to concavalin A and com
pound 48/80. Results point to the lack of beta activity on rat lung mast cells.
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Los mastocitos son celulas de origen
medular y de caracteristicas similares a los
basofilos, con precursores inmediatos dis-
tintos para ambos modelos celulares (2).
La distribucion de los mastocitos es muy
amplia por todo el organismo, aunque son
particularmente abundantes en las zonas
perivascular y perilinfatica, ya que estas
celulas, junto con los basofilos, son las
responsables de las reacciones alergicas. Se
desconoce el papel fisiologico de los mas
tocitos, pero en determinadas circunstan- 
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cias patologicas se les reconoce una fun-
cion concreta e importante, como en la
eliminacion de infestaciones intestinales
por helmintos, inflamacion, asma, etc.
(10). Desde el punto de vista histologico
se agrupan en dos subtipos: los mastocitos
conectivos, habitualmente empleados por
su facil obtencion para el estudio de los
mecanismos de la exocitosis y los masto
citos mucosos, que se ubican en las su
perficies mucosas del organismo, siendo
particularmente abundantes en el intestino
y en el pulmon (11). El comportamiento
farmacologico de ambos subtipos celulares
es muy distinto, por lo cual deben estu-
diarse separadamente. En general, la he- 
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terogeneidad de los mastocitos es un he-
cho que afecta, dentro de un mismo or-
ganismo, a las celulas de regiones anato-
micas distintas. En nuestro laboratorio se
estudian sistematicamente como entidades
farmacoldgicas separadas los mastocitos
de pleura y peritoneo de rata. En el pre
sente trabajo se inicia la tipificacion de los
mastocitos mucosos de varios tejidos y es
pecies, comenzando por el pulmon de rata
y centrandonos en la actividad adrenergi-
ca, por ser un aspecto previamente tipifi-
cado en los mastocitos pleurales y peri
toneales de rata (6). El rarmaco adrener
gic© empleado es el isoproterenol, que ac-
tua sobre los distintos subtipos de recep-
tores P, y como agentes estimulantes de la
secrecion empleamos cuatro farmacos con
mecanismos de accion distintos, el fluo
ruro sodico, que sensibiliza la celula a la'
accion del calcio (7), el ionoforo A23187,
que permeabiliza el calcio en la membra-
na, el compuesto 48/80 como prototipo de
poliamina, y la concanavalina A, una lec-
tina que se une a los azucares constitutivos
de la IgE (9).

Material y Metodos

Los medios fisiologicos empleados para
la manipulacion de los mastocitos, asi
como la tecnica para la determinacion de
liberacion de histamina, han sido descritos
previamente (3, 4). Brevemente, la hista
mina se hace reaccionar en un pH acido
con o-ftalaldehido, para formar un fluo-
roforo que se estabiliza al alcalinizar la so-
lucion; en todos los ensayos se incluyen
controles de liberacion espontanea, en au-
sencia de estimulo, y de histamina total
contenida en las celulas. Las incubaciones
en presencia de los estfmulos se prolonga
durante 10-15 min. Las preincubaciones
de las celulas se realizan durante 10 min.

Obtencion de mastocitos de pulmon de
rata. — Se obtienen mediante dispersion
enzimatica con colagenasa, siguiendo la 

tecnica descrita por Ennis (8). Se desangra
el animal previamente anestesiado con
eter, y se toman fragmentos pequenos de
pulmon, que se lavan repetidas veces. El
tejido se suspende en la proporcion 7-10 g
por 25 ml de solucion Umbreit con 1 mg/
ml de proteina (albumina bovina), al que
previamente se ha anadido colagenasa
(12,5 mg/25 ml). Se incuba con agitacion
a 37 °C durante 90 minutos. Tras la in-
cubacion, se facilita la dispersion del tejido
mediante succion varias veces con una je-
ringa de plastico. A continuacion se filtra
el tejido por una gasa previamente hu-
medecida en solucion Umbreit, y el liqui-
do resultante, que contiene las celulas ob-
tenidas por la dispersion enzimatica, es la-
vado tres veces con la misma solucion.

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

La viabilidad celular y la citotoxicidad
de los farmacos empleados se determina
mediante la tecnica de exclusion del azul
tripano (4).

Todos los reactivos empleados son de
Sigma.

Analisis estadistico de los resultados. —
Los datos son analizados con el test t de
Student para datos apareados. Se consi-
deran significativos los valores de p <
0,01. Los datos se obtienen como minimo
cuatro veces por duplicado o triplicado, y
se representan como media y error estan-
dar de la media (SEM). Se representan solo
los SEM superiores a 4.

Resultados

La liberacion de histamina producida
por diferentes concentraciones de calcio
en mastocitos activados con fluoruro so
dico se muestra en la fig. 1. La respuesta
comienza con 0,1 mM, se dispara con 0,5
y se alcanza la meseta con 5 mM. La res
puesta de los mastocitos a la concanavalina
A (Con-A) se muestra entre 0-250 pg/ml,
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Fig. 1. Liberation de histamina en mastotitos de
pulmon de rata preincubados durante 10 minutos
en presencia de FNa 10 mM en un medio sin cal-
tio, aditionando caltio e incubando posteriormen-

te durante 10 minutos.

Fig. 3. Liberation de histamina en mastotitos de
pulmon de rata estimulados con iondforo A23187,
preincubados con (-)isoproterenol (100 pM) y
preincubados con isoproterenol y una concentra

tion suboptima de teofilina (10 pM).

obteniendose la respuesta maxima, del
20 %, con 50 pg/ml. En cada tubo de ce-
lulas tratadas con Con-A se anaden 10 p.g/
ml de fosfatidilserina, necesaria para que
las celulas respondan a la Con-A. El tra-
tamiento previo de las celulas con teofilina
(TF) y con isoproterenol (IP) muestra un
aplanamiento ae la respuesta, que se man-
tiene estable en la concentracion de Con

A, en tomo al 25-30 % de respuesta (fi
gure 2).

La respuesta al ionoforo A23187 apa-
rece entre 100 nM-10 pM. La respuesta
maxima es del 40 %. El perfil obtenido
con el A23187 no se altera significativa-
mente con tratamientos previos de las ce
lulas con IP o TF (fig. 3). La dosis de teo
filina empleada (10 pM) es suboptima, es

Fig. 2. Liberation de histamina en mastotitos de
pulmon de rata estimulados con concanavalina A,
preincubados con (-)isoproterenol (100 pM) y
preincubados con isoproterenol y una concentra

tion sub optima de teofilina (10 pM).

Compuesto 48/80 (pg/m!)

Fig. 4. Liberation de histamina en mastotitos de
pulmon de rata estimulados con compuesto 48/80,
preincubados con (-)isoproterenol (100 pM) y
preincubados con isoproterenol y una concentra

tion suboptima de teofilina (10 pM).
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decir, no es suficiente para modificar por
si sola la respuesta de las celulas, pero po-
tencia la accion de otros farmacos que ac-
tuen simultaneamente con ella (5). Cuan-
do las celulas son incubadas en presencia
de compuesto 48/80, la respuesta se ma-
nifiesta entre 1-100 pg/ml, obteniendose
los valores maximos a partir de 20 [tg/ml.
La preincubacion de las celulas con IP o
TP supone un increment© notable en los
valores de liberacion de histamina, obte
niendose la respuesta maxima entre 1-5
pg/ml (fig. 4). El tratamiento con propra
nolol (hasta 100 pM) no anuld la respuesta
de las celulas al isoproterenol (datos no
mostrados).

Discusion

En trabajos previos se ha descrito la
existencia de actividad adrenergica de los
mastocitos pleurales y peri toneales de
rata, mostrando que es distinta en ambas
poblaciones celulares (3, 4). Al estudiar la
actividad adrenergica en mastocitos de
pulmon de rata, se ha tratado de diversi-
ficar los mecanismos de accion de los es-
timulos empleados utilizando Con-A, que
mimetiza la accion fisiologica de la IgE al
unirse a sus azucares constitutivos, para
provocar la agregacion de los receptores
(9). El ionoforo emplea un mecanismo de
accion distinto, que consiste en permea-
bilizar la membrana al calcio al rodear el
ion de un entomo lipidico que le permite
pasar al interior celular. El compuesto 48/
80 es una poliamina que produce respues-
tas muy intensas en mastocitos conectivos,
pero que tiene una accion muy tenue en
mastocitos mucosos, como se confirma en
este trabajo. Los mastocitos preincubados
con FNa, y posteriormente estimulados
con calcio Hberan histamina segun un me
canismo de accion desconocido, aunque
esta relacionado con la accion del FNa en
la adenilato ciclasa (5) y en las protemas G
(7)- . r ■

De la informacion aportada en este tra

bajo, se puede concluir genericamente que
los mastocitos de pulmon de rata son tan
activos como los conectivos frente al FNa,
que responden mucho menos a la Con-A
y al 48/80, y que la respuesta al ionoforo
es intensa, aunque menor que la de los
mastocitos pleurales o peritoneales. El he-
cho de que los mastocitos respondan in-
tensamente al FNa apoya la existencia de
mecanismos bioquimicos basados en el
AMPc que regulen la respuesta celular,
con lo cual se puede considerar como
«instalado» el sistema de transduccion de
los receptores P-adrenergicos. Sin embar
go, los datos obtenidos con Con-A,
A23187 y 48/80 en presencia de IP no sus-
tentan la existencia de actividad P-adre-
nergica. De existir, la actividad adrener
gica descrita hasta el momento en masto
citos de todo tipo es inhibidora (6). En
nuestro caso, no se obtiene alteracion de
la respuesta al ionoforo, y si un claro in
crement© en presencia de 48/80 y Con-A.
La respuesta en presencia de teofilina, que
es un inhibidor inespecifico de las fosfo-
diesterasas (1), y por tan to aumenta la
concentracion de AMPc, deberia suponer
un increment© de la respuesta al IP, que
al actuar a traves de receptores beta, au
menta la concentracion de AMPc. Por
tanto, cabe suponer que el incremento de
respuesta observado con 48/80 y Con-A
se deba a una accion inespecifica del IP,
ya que la adicion de la TF no modifica la
respuesta previamente observada. Apoya
esta suposicion la falta de bloqueo de la
respuesta con propranolol en las celulas
tratadas con isoproterenol.

Existe una explicacion alternativa, que
podria justificar de algun modo el efecto
observado con IP: en basofilos humanos
se ha observado recientemente, que ciertos
farmacos que aumentan la concentracion
de AMPc no solo no inhiben la respuesta
provocada por determinados estimulos,
sino que la aumentan (Botana y Mac-
Glashan, manuscrito en preparacion).
Sin embargo, esta hipotesis no dispone to-
davia de apoyo experimental suficiente.
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Por tanto, podemos concluir que los mas-
tocitos de pulmon de rata carecen de ac-
tividad beta adrenergica inhibidora.
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Resumen

Se describe la respuesta de mastocitos de
pulmon de rata aislados enzimaticamente y es-
timulados con farmacos que emplean mecanis-
mos de accion distintos, en presencia del ago-
nista beta adrenergic© (-)isoproterenol. Los es-
timulos son el ionoforo A23187, la poliamina
compuesto 48/80 y la lectina concanavalina A.
La respuesta de estas celulas al estimulo FNa-
calcio es similar a la de los mastocitos conec-
tivos. El isoproterenol no inhibe la respuesta
en ningun caso, y la aumenta en el caso de la
lectina y la poliamina. Los datos nos permiten
concluir que los mastocitos de pulmon de rata
no tiene actividad beta adrenergica.

Palabras clave: Mastocitos, AMPc, Fosfodiesterasa,
Isoproterenol.
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