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The function of contractil system of microtubules on the mechanism of mast cell exocyto-
sis by using colchicine, a depolimerizing alcaloid of the microtubular system, has been studied.
The response of histamine release and 45Ca-uptake in isolated rat mast cells treated with
colchicine has been determined. The incubation of mast cells in the presence of 10-8—10-3 M
colchicine slightly inhibits histamine secretion induced by the stimulant concentration 50 pg/ml
of compound 48/80 (35 ± 5 %). Similarly colchicine does not significantly affect histamine
values spontaneously elicited in unstimulated mast cells; the percentages of secretion are never
greater than 10 %. However, high doses of this alcaloid are found to markedly inhibit entry of
calcium ions into the cell. These results suggest that microtubules do not participate in the
secretory process of mast cells, although they significantly decrease calcium uptake. The
microtubules might be connected to the membrane, so that the depolymerization of this
contractil system could damage the membrane structures through which Ca+Z is transported.
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Los mastocitos son celulas secretoras
del tejido conjuntivo que liberan sus me
diadores quimiotacticos y vasoactivos en
procesos patoldgicos relacionados con el
sistema inmune. Intervienen en los proce
sos de hipersensibilidad inmediata (15),
inflamacion local (9) e hipersensibilidad
retardada (1). Sin embargo, la funcion
fisiologica que realizan estas celulas en el
organismo sano continua siendo un 
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enigma (14). Tambien se desconocen los
mecanismos fisiologicos que modulan la
exocitosis, asi como la secuencia exacta de
procesos bioqunnicos intracelulares que
ocurren en el citoplasma despues de la
activacion inmunologica (mediada por la
IgE) o no inmunologica de los mastoci
tos (12).

Uno de los organos celulares menos
estudiado en el mastocito es el citoesque-
leto ya que la densidad del citoplasma y la
abundancia de granules impide obser-
varlo con claridad. Estudios recientes re-
velan que esta formado por microtubulos
—polimeros de a y j3-tubulina— que 
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emergen desde el nucleo a la periferia, y
una red de filamentos de actina dispuestos
irregularmente en la region subplasmati-
ca(13).

El citoesqueleto participa en numero-
sosprocesos celulares: mantenimiento del
perfil y forma de la celula, transporte
intracelular, movimiento y adhesion (17).
Numerosos estudios revelan que el trata-
miento de celulas secretoras con colchi
cina y otros agentes que disgregan los
microtubulos inhibe la liberacion de hor-
monas y neurotransmisores (7). Sin em
bargo, se desconoce su participacion en el
proceso de exocitosis de numerosos siste-
mas celulares (6), entre ellos los mastoci-
tos (3).

En este trabajo se estudia la accion de
la colchicina en dos procesos fundamen
tales que tienen lugar durante la activa-
cion celular de los mastocitos: secrecion
de histamina y captacion de calcio (Ca45).
Los resultados ootenidos aportan datos
interesantes sobre la funcion de los mi
crotubulos en la exocitosis de los masto
citos.

Material y Metodos

Aislamiento y purification celular. —
Los mastocitos se aislan de las cavidades
pleural y peritoneal de ratas viejas (300-
500 g) Sprague-Dawley, machos y hem-
bras, indistintamente. Los animales se sa-
crifican por desangrado y, posterior-
mente, se introducen 12-15 6 5-7 ml de
solucion salina Umbreit ligeramente mo-
dificada (4) en las cavidad abdominal y
pleural, respectivamente. Tras un breve
masaje se recoge el fluido mediante pipe-
tas Pasteur de plastico y se decanta en
tubos de centrifugacion evitando la for-
macion de burbujas. Seguidamente se
centrifuga a 50 gniix X 2 min (centrifuga
Kontron TGA-6) a 4° C. Asi se obtiene
una suspension de celulas que contiene
4-6 % de mastocitos.

Para la purificacion celular se emplea la
tecnica ENERBACK para suspensiones ce

lulares con un bajo grado de contamina-
cion en eritrocitos (5). Cada tubo de pu
rificacion admite la carga maxima de celu
las obtenida a partir de una rata. El rendi-
miento del proceso es de 1-1,5 x 106
mastocitos peritoneales y 3-5 X 105 mas
tocitos pleurales de cada animal con un
grado de pureza de 98 %.

En todos los pasos se emplea material
plastico para impedir la adhesion de los
mastocitos al vidrio.

Test de viabilidad. — La vibilidad ce
lular se determina por el test de exclusion
del azul de Tripano. Las celulas vivas
excluyen el colorante en un tiempo infe
rior a 3 min.

Incubation in vitro de los mastocitos.
— Los tubos problema se preparan del
siguiente modo: se coloca una carga 1-1,5
X 105 mastocitos que se incuban en pre-
sencia del agente farmacoldgico de trata-
miento (colchicina) durante 1 h a 37° C.
El volumen final es 1 ml. En los ensayos
de inhibicion de la secrecion por colchi
cina, las celulas se preincuban durante 1 h
en presencia del alcaloide siendo el volu
men final 975 /zL Posteriormente se adi-
ciona una alfcuota (25 /zl) de una solucion
concentrada del agente estimulante (com-
puesto 48/80) prolongando la incubacion
durante 10 min.

La incubacion se realiza con una agita-
cion de 160 ciclos/min en un bano New
Brunsweek mod. G-76. La reaccion se
frena adicionando 5 ml de tampon a 0° C
a los tubos problema sumergidos en un
bano de hielo.

Determination fluorimetrica de hista
mina. — Despues de frenar la reaccion se
centrifugan los tubos a 60 gmix X 2 min.
Se desecha el sobrenadante y unicamente
se determina la histamina contenida en el
residue celular puesto que la colchicina
emite fluorescencia a la misma longitud
de onda que el fluordforo de histamina
(fig. 1). Por ello se emplea una variante 
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del metodo de SHORE (16) que mide la
histamina liberada en funcion de la hista-
mina del residuo celular (% Secrecion =
(C-S)/Cxl00), donde C = histamina me-
dida en los tubos control; S = histamina
medida en los tubos problema.

Los controles representan la liberacion
espontanea de histamina en mastocitos no
sometidos a tratamiento con el agente
farmacologico. Estos valores son del 4-
6 % y se restan en todos los tubos pro
blema.

Captation de Ca45. — Antes de co-
menzar los ensayos se preparan disolucio-
nes acuosas del isotopo radiactivo de
modo que la actividad total teorica in-
cluida en cada tubo problema sea de 5 X
IO3 dpm (AT).

La incubacion se realiza en tubos de
polipropileno cilindroconicos (tubos
Akes, 500 jttl) provistos de un lecho de
aceite en el fondo (100 jul, d — 1,02). Los
mastocitos (330 ± 25 x 105 celulas/tubo)
se adicionan en una allcuota de 200 /lcI de
tampon desprovisto de proteina y se
preincuban 20 min a 37° C. Posterior-
mente se adiciona la colchicina junto con
una alicuota de 100 yu.1 de Ca45. Los mas
tocitos se incuban en este medio durante
60 min. Finalmente se frena la reaccion
por centrifugacion a 10.000 rpm x 30 s
en una microfuga Beckman, mod. 11; los
mastocitos atraviesan la capa de aceite y
se depositan en el fondo de los tubos que
se congelan rapidamente a —25° C. Al
cabo de 2 h se cortan los fondos y se
transfieren a viales de centelleo de vidrio.
Tras una fuerte agitacion en presencia de
NaOH 0,1 N las celulas rompen libe-
rando el Ca45 captado. Se adicionan 4 ml
de llquido de centelleo y se dejan reposar
los viales durante 2 h en la oscuridaa para
disminuir el efecto de quimioluminiscen-
cia. Finalmente se procede a la lectura en
un contador de radiacion beta Beckman,
mod. LS-3801 con una eficiencia de con-
taje del 95 %.

El efecto de quenching es minimo y se 

desechan los tubos en los que aparece
doble fase en el llquido de centelleo. En
todos los tubos se resta el ruido de fondo
debido a la radiactividad natural (74 ± 8
cpm).

En cada experiment© se incluyen dos
tipos de controles: 1) controles que mi-
den el ligamento inespecifico (NSB) pro-
ducido por los componentes del medio de
incubacion; 2) controles que determinan
el Ca45 ligado a la superficie externa de la
membrana y el Ca45 arrastrado en los
espacios intercelulares durante la centrifu
gacion (EB).

Los resultados se expresan en porcen-
taje del incremento de la captacion de
calcio en mastocitos sometidos al trata
miento con colchicina (U) respecto a la
captacion en celulas no tratadas (C) (%
Captacion = (U-C)/Cxl00). Los valores
negatives indican la aparicion de un
efecto inhibidor.

Analisis estadistico de los resultados. —
La significacion estadistica de la diferen-
cia entre medias se determina mediante el
test de la t de Student para muestras
desapareadas. Se consideran significativos
valores de p < 0,05.

Previamente se confirma que las mues
tras proceden de poblaciones con la
misma varianza por el test de la F de
Snedecor.

Los resultados se expresan como media
± SEM. Los tubos problema se incluyen
por triplicado y el numero de veces que
se repite una experiencia (n) se indica en
cada caso.

Reactivos. — Colchicina, albumina bo-
vina serica (fraccion V) y compuesto
48/80 fueron obtenidos de Sigma. O-
ftaldehido (OPT) y aceite de inmersion,
de Merck. Percoll, de Pharmacia Fine
Chem. Ca45 (2 mCi/ml) de Amersham y
liquido de centelleo Ready-Solv HP de
Beckman Instruments (Espana). Todos
los demas reactivos son de grado anali-
tico.
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Resultados

La colchicina produce interferencias en
el metodo de Shore ya que emite fluores-
cencia a la misma longitud de onda que el
fluordforo OPT-histamina. La interferen-
cia aparece con la concentracion de col
chicina 0,1 mM y alcanza el 98 ± 2 %
con 1 mM (fig. 1). Los valores indican el
incremento que se produce sobre la fluo-
rescencia emitida por un control de hista-
mina 50 /zM (50,5 ± 0,5 unidades arbitra-
rias de fluorescencia o U.A.F.) Debido a
estas interferencias se elimina el sobrena-
dante y solo se mide la histamina del
residue celular —histamina no liberada
por los mastocitos.

Log CONCENTRACION <K>

El tratamiento con colchicina (10-8-
10-3 M) provoca una respuesta secretora
en los mastocitos que no supera los valo
res de liberacion basal de histamina
(10 %) (fig. 2). Sin embargo, en mastoci
tos previamente tratados con dosis bajas
de colchicina y posteriormente activados
con compuesto 48/80 (50 /icg/ml), se de
tecta una ligera inhibicion de la secrecion:
colchicina 1 jzM inhibe 11 ± 3 %, mien-
tras que concentraciones de 1 /zM-1 mM
no ejercen ningun efecto potenciador in
inhibidor sobre la secrecion inducida por

Log CONCENTRACION (N)

Fig. 2. Respuesta secretora de los mastocitos incu-
bados 60 min con colchicina (10~8-10~i M).

Media ± SEM para n = 3.

Fig. 3. Efecto de la colchicina sobre la secrecioii de
histamina inducida por el compuesto 48/80.

Los mastocitos se preincuban con colchicina du
rante 60 min; posteriormente se adiciona durante
48/80 prolongando la incubacion 10 min mas. Con
trol de respuesta del compuesto 48/80, 50 jig/ml

(□): 35 ± 5 %. Media ± SEM para n = 3.

Fig. 1. Interferencia producida por la colchicina
(10~8-l0~i M) sobre la fluorescencia emitida por la

histamina.
En ordenadas, el porcentaje de aumento de la flou-
rescencia respecto al control de histamina 50 /zM

(50,5 ± 0,5 U.A.F.). Media ± SEM para n = 3.
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C (Kolar)

Fig. 4. Captation de Ca4i en mastocitos incabados
durante 60 min en presentia de colchicina (10~11-

10~J M).
Los resukados se expresan como porcentaje de la
captacion de calcio en presencia de colchicina (U)
respecto a la captacion en celulas no tratadas con
colchicina (C). Valor de los controles: % C/AT =

3,2; % EB/AT = 0,5..Media ± SEM para n = 5.

el compuesto 48/80 (fig. 3). El compuesto
48/80 provoca una estimulacion de la se
crecion del 35 ± 5 %.

Es interesante destacar la inhibicion
que producen altas concentraciones de
colchicina sobre la entrada de calcio en la
celula. La maxima concentracion (10-3
M) provoca un 35,5 ± 3 % de inhibicion
sobre la captacion de Ca45 en celulas no
estimuladas. Dosis menores producen
una ligera inhibicion comprendida entre
4-7 % (fig. 4).

Discusion

LACY et al. propusieron por primera
vez la participacion del sistema contractil
celular en la funcion secretora de las celu
las beta en islotes de Langerhans (10).
Desde entonces han aparecido numerosos
trabajos que describen la inhibicion de la 

secrecion de hormonas y neurotransmiso-
res que se produce en celulas endocrinas
y exocrinas tras el tratamiento con colchi
cina y otros agentes disgregantes de los
microtubulos; por el contrario, el oxido
de deuterio (D2O) —agente estabilizante
de los microtubulos— favorece la exoci-
tosis (8). Sin embargo, no todos los resul-
tados experimentales estan de acuerdo en
afirmar esta funcion generalizada de los
microtubulos en la secrecion.

En mastocitos aparecen resukados con
tradictories. Algunos autores observan
que los mastocitos actuan como los leu-
cocitos humanos cuya secrecion es inhi-
bida por colchicina y potenciada por
D2O (6, 7). Sin embargo, se trata de un
efecto indirecto de la colchicina sobre la
estabilizacion previa inducida por el deu
terio; ademas, se requieren concentracio
nes excesivamente elevadas de ambos
agentes (8). Por tanto, no se puede con-
ciuir que la inhibicion de la secrecion sea
debida a la desintegracion del sistema mi
crotubular de la celula (3).

En este trabajo se ha encontrado que el
tratamiento con colchicina a concentra
ciones entre 10“8-10“3 M no varia la libe-
racion espontanea de histamina (fig. 2) ni
ejerce ningun efecto sobre la secrecion de
histamina inducida por el compuesto
48/80 (fig. 3). Unicamente se observa una
ligera inhibicion con dosis de colchicina
inferiores a 10”6 M, pero en ningun caso
resulta significativa. Por tanto, la incuba-
cion con colchicina no afecta la secrecion
de histamina y los microtubulos no cons-
tituyen un elemento esencial para la exo-
citosis en mastocitos. Previamente, las ex-
periencias de Lagunoff y Chi muestran
que mastocitos expuestos durante 4 horas
a un tratamiento con colchicina, retienen
un 80 % su capacidad de respuesta (11).

Sin embargo, es interesante destacar
que la colchicina inhibe la entrada de Ca43
en la celula alcanzando porcentajes de
inhibicion significativos a altas concentra
ciones (10~3 M) (fig. 4). Esto sugiere la
posibilidad de que exista una conexion 
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entre el citoesqueleto y la superficie celu-
lar de modo que la integridad de los
microtubulos sea un requisite para man-
tener la funcionalidad de los sistemas de
membrana a traves de los cuales se realiza
el transporte de Ca++ (canales, poros).

Las concentraciones de colchicina que
inhiben la captacion de calcio en mastoci-
tos (fig. 4), no ejercen efecto inhibidor
sobre la secrecion inducida p'or el com-
puesto 48/80 (fig. 3). Estos resukados
confirman la hipotesis de que el com-
puesto 48/80 estimula la secrecion de his-
tamina por un proceso dependiente del
calcio interno, aunque se requiere la pre-
sencia de Ca++ 1 mM en el medio de
incubacion para que aparezca una res-
puesta optima (2). Por tanto, se confirma
que el compuesto 48/80 produce una de-
plecion de las reservas de calcio endogeno
para conseguir la elevacion en los niveles
de Ca+2 intracelular necesaria para la exo-
citosis. Sin embargo, los sistemas de
transporte del Ca++ externo cuya funcio
nalidad es inhibida por la colchicina, no
son utilizados por los mastocitos estimu-
lados con el compuesto 48/80.

Resumen

Se estudia la funcion de! sistema de microtubulos
sobre el mecanismo de exocitosis de los mastocitos,
mediante la secrecion de histamina y captacion de
Ca4’ en mastocitos purificados sometidos a un trata-
miento con colchicina. La incubacion de las celulas
en presencia de colchicina (10“g-10~3 M) provoca
una ligera inhibicion —no significativa— sobre la
secrecion de histamina inducida por una concentra-
cion 50 gg/ml de compuesto 48/80 (35 ± 5 %).
Tampoco se detecta un aumento de los valores de
liberacion espontanea de histamina en mastocitos
sometidos al tratamiento con colchicina; los porcen-
tajes de secrecion no superan el 10 %. Altas concen
traciones inhiben marcadamente la entrada de calcio
en la celula. Los resukados sugieren que los micro
tubulos no participan en el mecanismo de exocitosis
de los mastocitos pero si afectan la entrada de
calcio. Es probable que exista una conexion entre el 

citoesqueleto y la membrana de modo que la despo-
limerizacion de los microtubulos altere las estructu-
ras de la membrana a traves de las cuales se realiza el
transporte de calcio.

Palabras clave: Mastocitos, Histamina, Captacion
de Ca, Colchicina.
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