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Mast cells from rat peritoneal fluid were studied under cholinergic stimulus. The cells were
purified by a continuous Ficoll gradient and were challenged with acetylcholine and carbamyl-
choline. The préparations showed the typical dose-response pattem against compound 48/80
with a dose interval of 0,5-1 p.M that clearly increased the secretion. However, the histamine
release elicited by increasing concentrations of acetylcholine and carbamylcholine was of little
magnitude and similar for all the concentrations; this kind of response has not a dose-response
profile and does not appear to be explained by the presence ofacholinergic receptoron the mast
cell cellular membranes.

The cholinergic agents neither stimulated directly the mast cells ñor did they cause any
variation in the 48/80 response. The histamine release pattem obtained whit these agents cannot
support the hypothesis of a primary cholinergic receptor on mast cells. However, if such
receptor existed, its action could only be of secondary importance. and in fact such action was
not manifested with the compound 48/80.

Los mastocitos son unidades exocrinas
libres que responden a estímulos específi
cos con la liberación de mediadores pre y
neoformados. Su respuesta es provocada
por la interacción del agente estimulante
con las células, posiblemente a través de
receptores de los cuales se conoce el re
ceptor para la molécula de IgE (4,5,7,8).
Sin embargo, es posible que el mastocito
disponga de una dotación más rica de cla
ses y tipos de receptores que lo hagan
blanco de otras sustancias presentes en el
organismo, así como de sustancias de tra

tamiento destinadas a controlar e inhibir
su secreción. En este sentido, se consi
dera de interés estudiar sistemáticamente
dicha posible dotación de receptores,
siendo el estudio del receptor colinérgico
el motivo de este trabajo.

Material y métodos

Reactivos. O-ftaldehído (OPT), albú
mina sérica de bovino y fracción V
(BSA), los cloruros de histamina, acetil-



442 J. ESPINOSA, L. M. BOTANA Y M.* P. FERNÁNDEZ-OTERO

colina y carbamicolina, y el compuesto
48/80 proceden de Sigma. El Ficoll 400
procede de Pharmacia. El resto de los
reactivos utilizados son de grado ana
lítico.

Purificación de mastocitos. Para
cada experimento se utilizan 8-10 ratas
tipo Wistar, machos y hembras, con peso
comprendido entre 250-350 g y alimenta
das ad libitum. Las suspensiones de mas
tocitos se obtienen de la cavidad perito-
neal y se purifican en gradientes de Ficoll
según método ya descrito (2). Se admiten
como válidas una pureza del 95 % y una
viabilidad superior al 98 %. Este último
porcentaje se determina utilizando el test
de exclusión de azul tripano (2). La libe
ración espontánea es inferior al 8 %.

Alícuotas de 105 células se incuban en
un medio Krebs-Ringer bicarbonato (2), a
pH 7,4 y con atmósfera de 95 % O2: 5 %
CO2. Se incuban a 37°C durante 20 min y
con agitación. Las sustancias de trata
miento se adicionan a dicho medio,
siendo el volumen final de 1 mi. El tipo de
sustancias que se usan, así como las con
centraciones empleadas, se indican en el
apartado de resultados y en las leyendas
de las gráficas correspondientes. La incu
bación se detiene introduciendo los tubos
en baño de hielo durante 10 minutos.

La determinación de histamina y los
cálculos correspondientes se realizan se
gún ya se ha descrito (2). La secreción de
histamina se expresa como porcentaje de
la histamina total, haciendo las correccio
nes oportunas debido a la liberación
espontánea.

El análisis de la diferencia significativa
entre medias se realiza mediante el test
t-Student para datos desapareados.

Resultados y discusión

Respuesta al tratamiento con com
puesto 48j80. La preparación de masto
citos reproduce la ya típica gráfica de sa-

CORJESTO 4B/M (^jg/rnl)

Fig. 1. Respuesta de los mastocitos al tratamiento
con 48/80.

Se indica lax ± SEM para n = 6.

turación en experiencias dosis-respuesta
(fig. 1), siendo las concentraciones de 0,5
y 1 /xg/ml las que disparan la secreción.

Respuesta al tratamiento con acetilco-
lina. Los resultados obtenidos (fig. 2),
indican que no hay modificación alguna
en la respuesta de los mastocitos al ser
tratados con concentraciones crecientes
de acetilcolina. Si se utiliza el compuesto
48/80 como marcador de la capacidad real
de respuesta de los mastocitos (fig. 3), se
observa que una misma preparación ge
nera una curva dosis-respuesta para el
compuesto 48/80 y no manifiesta un com
portamiento semejante frente a la acetil
colina, sino que su respuesta es baja y
uniforme frente a todas las concentracio
nes del agente colinérgico, habiéndose
empleado un rango que cubre el intervalo
femto-milimolar.

A la vista de estos resultados se dise
ñan experimentos agrupados eligiendo
tres niveles de concentración de acetilco
lina (pico, nano y micromolar), las cuales
se ensayan aisladamente y con la adición
simultánea de 48/80 (1 /zM). Aún cuando
el nivel de respuesta frente a la acetilco
lina es bajo, sí se observan pequeñas dife-
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F¡g. 2. Secreción de histamina por los mastocitos en presencia de concentraciones crecientes de acetil-
colina.

Se indica la x ± SEM para n = 6.

rencias significativas entre dichos niveles
de concentración comparadas entre sí
(fig. 4). No obstante, los valores obteni
dos concuerdan con las respuestas indi
cadas en la figura 3 y la pequeña diferen
cia significativa observada no se corres
ponde en magnitud con los incrementos
de la dosis.

Al tratar simultáneamente los mastoci
tos con las concentraciones de acetilco-
lina elegidas, y con compuesto 48/80 (1

/xM), se observa que ninguna de las con
centraciones modifica significativamente
la respuesta del mastocito al compuesto
48/80 (fig. 4). Sin embargo, sí hay una
ligera diferencia significativa en la res
puesta a los tratamientos con Ach 1 pM y
1 nM, ambos con adición simultánea de
compuesto 48/80.

Respuesta al tratamiento con carba-
milcolina. Se ensayó un rango de con-

Fig. 3. Prueba comparativa de la respuesta de una misma preparación de mastocitos al tratamiento con
acetilcolina (o) y con compuesto 48180 (• /

Los tratamientos se hicieron a alícuotas distintas de una misma extracción de células. Se indica la x ± SEM
para n = 4 en cada caso.
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Fig. 4. Secreción de histamina en respuesta al tra
tamiento con acetilcolina, con 48/80, y con 48/80

más acetilcolina.
Los resultados se expresan como x ± SEM para n =
8 en cada grupo experimental. *: diferencia sig
nificativa entre los grupos 1 y 2, para p < 0,05.
¥=: diferencia significativa entre los grupos 1 y 3,
para p < 0,01. +: diferencia significativa entre los

grupos 5 y 6, para p < 0,05.

centraciones que cubren el intervalo 1 nM
- 50 mM. Los resultados manifiestan un
patrón de respuesta de los mastocitos
frente a la carbamilcolina que es análogo
al que tienen frente a la acetilcolina (fig.
5). La secreción de histamina se mantiene
en niveles bajos y uniformes aunque se
incrementen las concentraciones del
agonista.

Los resultados obtenidos no apoyan la
existencia de receptor colinérgico. Se uti
lizan concentraciones de agonistas que
cubren el rango fisiológico y, tanto frente
a acetilcolina como carbamilcolina, se
obtiene un nivel bajo de respuesta no de-
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Fig. 5. Secreción de histamina en respuesta al tra
tamiento con carbamilcolina.

Se indica la x ± SEM para n = 6.

pendiente de concentración. Este com
portamiento difiere marcadamente del
que presentan estas células frente al com
puesto 48/80 (3, 11,12) y frente a las molé
culas de IgE (4, 10): en ambos casos el
comportamiento es dosis-respuesta, aun
que sólo se conozca receptor para la IgE.
La ausencia de un comportamiento seme
jante excluye un modelo de receptor, así
como una posible respuesta —no me
diada a través de receptores— como ocu
rre con el 48/80. Más bien se trata de un
caso de respuesta inespecífica, débil e in
dependiente de la concentración. Por otra
parte, el estímulo colinérgico no presenta
actividad cuando se ofrece a los mastoci
tos simultáneamente con 48/80.

De lo expuesto, se puede concluir que
la ausencia de respuesta de los mastocitos
ante acetilcolina y carbamilcolina hace
difícil la presencia de un receptor colinér
gico, cuya mediación estimule directa
mente la secreción de histamina, de modo
que los agonistas colinérgicos puedan
ser considerados como estimulantes pri
marios del mastocito. Esta opinión con
tradice la manifestada por otros auto
res (1,6).

La hipótesis de un posible agonismo
colinérgico con estimulación secundaria,
potenciando la acción de un estimulante
primario no se comprueba al menos para
el compuesto 48/80, a pesar de haberse
indicado que los agonistas colinérgicos
pueden potenciar la secreción inducida
por antígeno, haciéndolo a través del
GMP-cíclico (9).

En cuanto a las diferencias significati
vas que surgen en los tratamientos con
acetilcolina, y con compuesto 48/80 más
acetilcolina, no se corresponden en abso
luto con los incrementos de dosis aplica
dos, siendo más bien imputables a la va
riabilidad de la respuesta inespecífica que
se encuentra frente a agonistas coli
nérgicos.

Finalmente, queda la posibilidad de
que si existe receptor colinérgico, su acti
vidad sea inhibidora. Sin embargo, esta
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afirmación no se ve apoyada por los resul
tados obtenidos en el tratamiento simul
táneo con 48/80 y agonistas colinérgicos.

Resumen

Se estudian los mastocitos procedentes de fluido
peritoneal de rata en presencia de agentes colinérgi
cos. Las células se purifican utilizando un gradiente
continuo de Ficoll y se incuban con acetilcolina y
carbamilcolina. Las preparaciones muestran.el ya
conocido comportamiento dosis-respuesta frente al
compuesto 48/80, con un intervalo de dosis de 0,5-
1 /xM que claramente incrementa la secreción. Sin
embargo, la secreción de histamina inducida por
concentraciones crecientes de acetilcolina y carba
milcolina es de pequeña magnitud y similar para
todas las concentraciones. Este tipo de respuesta no
tiene un perfil dosis-respuesta y no parece explica
ble por la presencia de un receptor colinérgico en la
membrana de los mastocitos.

Los agentes colinérgicos no estimulan directa
mente a los mastocitos, ni causan ninguna variación
a su respuesta ante el compuesto 48/80. El patrón de
secreción de histamina obtenido con estas sustan
cias no apoya la hipótesis de un receptor colinérgico
primario en los mastocitos. Sin embargo, si tal re
ceptor existe, su acción prodría ser de tipo secunda
rio, aunque frente al compuesto 48/80 tal acción no
se ha manifestado.
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