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Histamine release from rat pleural and peritoneal mast cells not previously purified is
presented. Cells are stimulated by different mechanism-acting pharmacologic agents. FNa,
theophylline, ruthenium red, chlorpromazine and propranolol are used. Resuls show that both
cell populations are pharmacologically different, with distinct responses in the presence of FNa
or chlorpromazine. Chlorpromazine and propranolol are cytolytic agents.
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Los mastocitos son celulas de tejido co-
nectivo que se emplean como modelo bio-
logico para el estudio de la exocitosis. Par­
ticipan en las reacciones de hiper-
sensibilidad inmediata, y su respuesta se 
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caracteriza por ser extremadamente ra-
pida y de naturaleza explosiva, es decir, la
celula queda muy danada como conse-
cuencia de la expulsion delos granules que
posee, necesitando varias semanas para su
total regeneration (9, 12). Si bien la res­
puesta de estas celulas es semejante en to-
das las zonas anatomicas, el perfil farma-
cologico de las diferentes poblaciones
mastocitarias no lo es (15,16). En el pre­
sente trabajo se describen las diferencias
que muestran las poblaciones de mastoci­
tos de las cavidades pleural y peritoneal 
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frente a distintos tipos de estimulos secre-
tores.

Material y Metodos

Aislamiento de mastocitos. Los masto­
citos son aislados de las cavidades toracica
y peritoneal de ratas Wistar (300-500 g) de
ambos sexos, siguiendo un metodo des-
crito previamente (6). La suspension celu­
lar obtenida se concentre mediante centri­
fugation a 50 g y, posterionnente, se
elknina el sobrenadante, que es sustituido
por nuevo medio. Este proceso de lavado
se repite dos veces, centrifugando en am­
bos casos a 50 g.

Incubacibn. Se realizan a 37°C du­
rante 10 min, omitiendo la fase de preincu-
bacion excepto en el caso del FNa, en que
se preincuba durante 10 min en ausencia
de Ca++, y se incuban otros 10 en su pre-
sencia, actuando de esta forma el caltio
como estftnulo de secretion. Cuando se
emplean propranolol o rojo de rutenio se
determina la histamina solo en el pellet.
Para ello la incubation se frena anadiendo
a los tubos 5 ml de PBS (solution salina-
tamponada, pH 7) a 0°C. Se centrifuga a
400 g durante 3 min y se elimina el sobre­
nadante, procesando el pellet como se in-
dica en un trabajo previo (5). En este caso
el calculo del porcentaje de secrecion es
como sigue: % R = ((C — S)/C) X 100,
siendo C — histamina en los pellet de los
controles de liberation espontanea, y
S = histamina en las muestras. Para el cal­
culo de la liberation espontanea, C = con-
tenido de histamina de los controles de his­
tamina total, y S — histamina en los pellet
de los controles de liberation espontanea.

Determination de histamina. Se rea-
liza fluorimetricamente segun una modifi­
cation del metodo original (6).

Viabilidad celular. Se comprueba em-
pleando cl test del azul tripano (6), y en to-
dos los casos es superior al 95 %; este valor
se rcfiere a la viabilidad de los mastocitos,
si bien los demas tipos celulares presentan 

una viabilidad semejante. Del total de ce-
lulas obtenidas tras el lavado de las cavida­
des, el porcentaje de mastocitos constituye
un 6-10 %; dado que se obtienen aproxi-
madamente 1 X 106 mastocitos de la cavi-
dad peritoneal y 5 X 105 mastocitos de la
cavidad pleural, el numero de ratas utili-
zado en cada experimento se modified
para realizar incubaciones con aproxima-
damente 25.000 mastocitos por tubo.

Ensayo de citotoxicidad. Se considera
que una sustancia es citotoxica si induce
muerte celular, es decir, si no excluye el
azul tripano. Para ello el test se hace en ce-
lulas que han sido expuestas durante 10
min a la action de la sustancia a estudiar. El
estudio de citotoxicidad se realiza solo en
mastocitos, sin tener en cuenta los demds
tipos celulares.

Todos los experimentos se realizan 4 ve­
ces, y en ningun caso el SEM es superior al
5 %. El analisis estadfstico de los resulta-
dos se hace empleando el test t-Student
(p < 0,05) para datos desapareados. To-
dos los reactivos se obtienen de Sigma.

Resultados

Fluoruro sodico. La respuesta indu-
cida por el calcio en mastocitos previa­
mente tratados con FNa 10 mM se pre-
senta en la figura 1. Hasta 1 mM de Ca++
ambas poblaciones, peritoneal y tordcica,
presentan el mismo comportamiento. Con
concentraciones mayores hay una clara se­
paration de respuestas, mostrando por-
centajes mayores la poblaci6n peritoneal.
La respuesta es bastante intensa (en ambos
casos se supera el 60 % para 10 mM) y la
meseta de la curva se obtiene con calcio 10
mM.

Teofilina. Inhibe la secretion de hista­
mina. Como estimulo de secrecion se em-
plea el compuesto 48/80 (0,25 pg/ml),
que induce una respuesta en los controles
de 50 ± 3 y 51,2 ± 4 en peritoneo y torax
respectivamente. El comportamiento de
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Fig. 1. Liberacidn de histamina en mastocitos
pleurales (>■) y peritoneales (*) estimulados con
varias concentraciones de calcio tras su activacidn
con FNa 10 mM durante 10 min en ausencia de

calcio.

Fig. 2. Inhibicidn de la liberacidn de histamina en
mastocitos pleurales (*) y peritoneales (o) estimu­
lados con compuesto 48/80 (0,25 pg/ml) por la teo-

filina.

las dos poblaciones no difiere significativa-
mente con ninguna concentration em-
pleada. El efecto inhibidor se muestra a
partir de 50 mM. La mdxima inhibition se
alcanza con 20 mM (fig. 2).

Rojo de rutenio. Estimula la secretion
de histamina en poca cuantia. La respuesta
es similar en las dos poblaciones, y co-
mienza a detectarse con 5 pg/ml de rojo de
rutenio. La respuesta maxima se obtiene
con 20 pg/ml (fig. 3).

Clorpromazina. Provoca una secre­
tion marcadamente mas intensa en la po-
blacion toratica, tanto en sensibilidad
como en respuesta maxima. La meseta se
alcanza con 50 jiM y en todos los casos se
observa captation del azul tripano, lo cual
indica que la action es titotoxica (fig. 4).

PropranoloL Da lugar a una respuesta
muy intensa que se manifiesta subitamente
con concentraciones superiores a 100 pM.
La respuesta maxima se.obtiene con 500

Fig. 3. Liberacidn de histamina en mastocitos
pleurales (>) y peritoneales (•) inducida por el rojo

de rutenio.

Fig. 4. Liberacidn de histamina inducida por la
clorpromazina.

La linea de citotoxicidad tcdrica corrcsponde a la
propuesta por Johnson y Moran (10). Las concen­
traciones empleadas son (pM): 5, 10, 20, 50, 100,

250 y 1.000.
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Fig. 5. Liberacidn de histamina inducida por pro­
pranolol (lineas) en mastocitos pleurales (o) y peri­
toneales (•). y porcentaje de citotoxicidad (barras)

en las cdlulas.
Las concentraciones empleadas son (pM): 1, 2,5,5,

10, 50, 100, 125, 250, 500, 1.00.

|1M, que proporciona valores cercanos al
90 % de secrecion de histamina. El com-
portamiento de las dos poblaciones celula-
res es semejante para todas las concentra­
ciones, y las celulas muestran una total
correlacion entre citotoxicidad y secrecion
de histamina (fig. 5).

Discusion

El hecho de que los mastocitos de di-
fercntcs regiones anatomicas tengan ca-
racterfsticas distintas ha sido descrito por
varies autores (2). Respecto a la he-
terogencidad cclular, sc ha descrito que las
poblaciones pleural y peritoneal presentan
distinta sensibilidad al cambio derespuesta
quo induce la purification a traves de dis-
tintos medios, al menos cuando el estfmulo
de secrecion es una poliamina (2). Previa-
mente otros autores (3, 4) habian mos-
trado la diferente respuesta que las dos po-
blaciones presentan ante distintos
estimulos o agentes inhibidores, conclu-
yendoque son poblaciones farmacologica-
mente distintas. En el presente trabajo se
estudia el comportamiento de los mastoci-
tos de las cavidadcs peritoneal y pleural 

ante estimulos nuevos, algunos de ellos no
descritos. De la observation global de los
resultados, puede concluirse que la pobla­
cion tordcica es, en general, mds activa que
la peritoneal, concordando estos datos con
los publicados anteriormente para otros
estimulos (5). El FNa estimula la adenilato
ciclasa (14), por lo que la distinta respuesta
de los mastocitos peritoneales o pleurales
al ser estimulados con calcio (14) podria
indicar que esta enzima presenta activida-
des distintas en las dos poblaciones celula-
res. Cabe pensar que la poblacion pleural
tiene flujos de calcio distintos respecto a la
poblacion peritoneal, pero esto no con-
cuerda con los resultados presentados en la
figura 2; si bien la teofilina actua inhi-
biendo la fosfodiesterasa (11), en los mas­
tocitos inhibe tambien los flujos de calcio
(8), y el comportamiento de las dos pobla­
ciones de mastocitos con ese inhibidor es
semejante.

El rojo de rutenio, inhibidor de la calcio
ATPasa (17), induce una secrecion de his­
tamina semejante en las dos poblaciones,
hecho comprobado estudiando la activi-
dad ATPasa de los mastocitos.

Tanto la clorpromazina como el propra­
nolol liberan histamina debido a su action
citotoxica. La respuesta a la clorproma­
zina, inhibidor de la calmodulina (7), es
distinta para los mastocitos de las dos po­
blaciones. Es destacable asimismo que la
citotoxicidad en el caso de la poblacidn pe­
ritoneal se presenta a concentraciones in-
feriores que el Ifmite de citotoxicidad indi-
cado por Johnson y Moran (10). Por
ultimo, cabe senalar que el perfil de dosis-
respuesta obtenido con propranolol, anta-
gonista 0-adrenergico (1), no ha sido des­
crito previamente (1, 13).

Resumen

Sc describe la respuesta que los mastocitos (no pu-
rificados) de torax y de pcritoneo presentan ante
agentes farmacologicos con distintos mccanismos de
accion. Sc emplean el fluoruro sodico, la teofilina, 
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rojo de rutenio, la clorpromazina y cl propranolol.
Los resultados muestran que las dos poblaciones son
entidades farmacologicamente distintas, y presentan
respuestas distintas en presencia de FNa y clorpro­
mazina. La clorpromazina y el propranolol actuan
mediante un proceso citolitico.
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