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RESUMEN

Se realizd el estudio de los sacos anales del perro con el --
fin de determinar las diferentes reacciones histoquimicas de ios gra-
nulos intracitoplasmaticos de las céluias presentes eon cuatro 3reas -

diferentes, relacionando los resultados con un trabajo realizado pre-

viamente, (8)

Se encontraron tres tipos de granulaciones da diferentes reac

ciones histoquimicas, identificando al tipo 1 como Melanina, el tipo
i1 como Heparina y el |1l como Cromolipoides, llegandose a la conclu~
sidén que las células cebadas estadn involucradas en la formacidén de --

di ferentes tipos de substancias.



INTRODUCCION

En los carnivoros se encuentra una estructura especial, los sa-
cos anales, que en el perro contienen gldndulas apocrinas en su mayor pro
porcion (1, 8, 16, 33 y 34).

Se ha discutido ampliamente, 1a existencia de diversos padeci--
mientos de los sacos anales, tales como obstrucciones, procesos inflamato
rios y neoplasias; as{ como su diagnéstico, su tratamiento, su frecuencia
y su distribucidn en el perro ( 4, 7, 17, 18, 21 y 39 ).

La funcidn de los sacos anales en el perro sigue siendo una in-

coégnita, ya que la hipdtesis de que la secrecion de sus glandulas servia
como lubricante en la excrecion fecal ha sido descartada por la situacion
anatémica de los sacos y sus conductos, la segunda hipdtesis sustentaba -
la elaboracidn de substancias con actividad sobre la atraccidén sexual, =--
estados de alarma y defensa, pero también ha sido deshechada porque se ha
comprobado que en este sentido los olores especificos de la orina y se---
creciones vaginales, juegan el papel mas importante e incluso existe una

correlacion entre éstos y cierta preferencia social

(11 ).

Canales ( B ), realizd el estudio anatdmico e histoldgico de --
los sacos anales del parro, Microscopicamente demustrd que estan formados
por las tres capas histoldgicas comunes a los &érganos huecos ( mucosa, --
submucosa y muscular ); que en la mucosa, por debajo de! epitelio de re--
vestimiento { epitelio estratificado plano queratinizado ), se localizan
unas células semejantes a las cebadas, con granulaciones metacromaticas.
En el estroma conjuntivo, entre las glandulas apocrinas se localizan cé--
lulas cebadas, cuyos granulos metacromaticos presentaron mayor intensidad

a los colorantes usados, en comparacion con las células presentes debajo

del epitelio de revestimiento,




La presencia de estas diferentes reacciones metacromaticas, nos

conduce a realizar una revision mas detallada acerca de las células ceba-

das y los sacos anales del perro.

Los mastocitos o células cebadas, son células del tejido conjun
tivo, observadas por primera vez por Von Rocklinshawsen ( en 1863 ), que
poseen en su citoplasma granulos de aproximadamente media micra de diame-
tro ( Ehrlich; 1877 y 1879 ), estos grénulos se tifen de parpura con los
colorantes basicos y a menudo cambian el matiz del colorante., Ehrlich -~~

11lambé a este fendmeno ''metacromasia'' y también notd estos granulos libros

en el tejido conjuntivo ( 5y 14 ).

Los granulos libres fueron observados en el tejido conjuntivo =
de varios vertebrados e invertebrados por Michels ( 36 ). Este autor did
el nombre de ' mastzelle "' ( mastocitos ) a las células que contenian es~

tos granulos, en la creencia que servian de nutricidén a otras células.Pos

teriormente en la literatura el nombre fué traducido como '' células ceba-

das o mastocitos *' ( 14 ),

Ademas, se ha observado que los granulos pueden ser liberados -

solos o en grupos, raunidos en vacuolas ( 5y 14 ),

Las propiedades bioquimicas de las células cebadas y su forma -
degranulaciodn, hacen considerarlas como glandulas unicelulares del tejido
conjuntivo, de secrecidn de tipo holoecrino y en muchas ocasiones merocri-

no ( 14 ).

Por otrn parte, la microscopia electronlca, confirma las obser-

vaciones al microscopio de luz ( u épticoe ) de campo claro, en cuanto a

la Intima relacidn entre las células cebadas y el endotelio capilar, des-

crito por Riley ( 42 ); la supervivencia del nicleo y la rapida regenera-

cién de los granulos,( después de la degranulacién )en cada célula ( 10).
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En estudios quimicos se ha determinado la presencia en los grinulos de -

los mastocitos de :

heparina, histamina, dopamina y serotonina; todas =--

ellas substancias que se relacionan a diferentes funciones dentro del or
ganismo, as{ como la de promotores de la secrecién de algunas glandulas
(6,9, 14, 19, 25 y 27 ).

La degranulacidén subsecuente a una reaccion anafilactica, fué

observada por primera vez en el perro por Jaques y Waters ( 25 ).

En esta especie, durante el choque anafilactico, es importante

la degranulacidn de células cebadas presentes en el tejido conjuntivo --

del higado ( 46 ).

Mucho se ha escrito acerca del origen de las células cebadas

y de acuerdo con esta literatura se considera que se originan de los ---

'* mastoblastos '' y éstos a su vez de las células mesenquimatosas indife-

renciadas ( 22, 24 y 37,

Ademds, se ha establecido la concentracién normal de las célu

las cebadas en varios 6rganos, de diferentes especies animales ( 3, 5, -

4, 16, 20, 22, 23, 33 y 34 ).

Emerson y Cross ( 12 ), describen la distribucién de éstas en
la piel normal do los canideos, entre lo que mencionan el area perianal,

pero sin referirse cspecificamente a los sacos anales.

El objativo del presente trabajo, estd oncaminado a contribuir

en el esclarecimiento de la localizacién de las cBlulas cebadas en los -

sacos anales del parro, determinando si la diferente roaccidn metacroma-

tica reportada por Canales ( 8 ), sc debe a que son células precursoras

de melanocitos como proponen Okun y Zook ( 39 ) o sl en realidad son ---

células cebadas en diferentes cstados de diferenclaclion ( 43 ),

Este trabajo pretende proporcionar una informacldn que llegue

a ser de utilidad en el conoclmiento de estas estructuras en el perro vy

dar un punto de partida para futuras investigaciones sobre los sacos ~--

anales,




MATERIAL Y METODO:

Se usaron 10 perros callejeros de diferente talla, edad, peso,

sexo y raza, los que se numeraron del 1 al 10 progresivamente, siendo el

nimero 3 un animal albino, posteriormente fueron sacrificados por elec--

trochoque. Se recolectaron los sacos anales haciendo la diseccidén de ca-

da uno de ellos por separado, una vez obtenidas las muestras se fijaron

en una solucidén acuosa de formalina al 10% buferada, después de 48 hrs.

se procesaron en el Histoquinette Elliot se incluyeron en parafina, lue-
go se hicieron cortes seriados de 5 micras de espesor; el material en --

estas condiciones se desparafind y fué tefido para una orientacidn gene-

ral con la técnica de Hematoxilina - Eosina.

Con el objeto de tratar de detectar de una manera mas precisa

la presencia de determinados compuestos intracelulares, los cortes des--

parafinados que no fueron utilizados para la técnica de Hematoxilina-Eo-

sina se tiferon con las siguientes técnicas:

1.- Acido Peryodico de Schiff (PAS) para determinar la presen-

cia de carbohidratos ( 28 ).

2.- Acido Peryodico de Schiff (PAS) cortes tratados previamen

te con Diastasa para la determinacion especifica del Glucégeno ( 35 ).

3.- Fushina Aldehida sin pretratamiento oxidante para la de---

terminacidén de sulfomucopolisacaridos ( 15 ).

L .- UNNA para determinar la presencia de substancias metacromi

ticas (sulfomucopolisacaridos) ( 28 ),

5.~ Azul Alclian, para confirmar la presencia de sulfomucopoli-
sacaridos ( 28 ).

6.- Azul Alcian-PAS, para determinar el tlpo de Mucopolisaca--

rido. (Segin técnica, Vialli. 1956, Descrita por Gabe)( 15 ),

7.- Azul de Tolouidina, Metilacidn, Saponificacidn para la con

firmacién de Mucopolisacaridos sulfatados ( 28 ).




8.~ GROCOOTT para detectar 1a presencla de substancias Reduc--
toras a la Plata. ( 28 ).

9.- FONTANA-MASSON con Preblanqueamiento con Perdéxido de Hidrd
geno durante 24 horas utilizando cortes control sin preblanqueamien-

to; para determinar la presencia de Melanina ( 35 ),

10.~ ZIEL NELSSEN para la determinacidén de substancias acido -

resistentes ( 28 ).
11.- Azul nilo (técnica de Hueck. 1912, Descrita por Martoja)
para distinguir melaninas de cromolipoides ( 28 ).

12,- Sudan B. (técnica de Mc. Manus) 1946 descrita por Pearse

para determinar substancias lipidicas ( 40 ).

13.- Acido Peryodico de Schiff (PAS) los cortes tratados pre--

viamente con Piridina pura durante 3 hs. a 37°C para comprobar la ~--
presencia de cromolipoides ( 15 ).
Las observaciones se efectuaron utilizando un microscopio de

campo claro Zeiss y las fotomicrografias fueron sacadas en un foto-

microscopio Zeciss.

Los campos de observacidn se dividieron en cuatro areas:

A.~- Que corresponde a las capas basales del epitelio de reves-

timiento,

B.- Reflrléndose al tejido conjuntivo de la lamina propia, in-

mediatamente dabajo del epitelio de revestimiento,

C.- Corresponde al tejido conjuntivo locallizado entre los td-

bulos secretorios,

D.~- Se refiere a las observaciones del epitelio de los tabuy---

los secretorios,




RESULTADOS

Para hacer un reconocimiento de la estructura general al mi-
croscopio de los sacos anales del perro, se utilizd, a manera de ---
orientacion la observacidon de cortes tefiidos con la técnica de Hema-
toxilina-Eosina. Los sacos anales del perro estan constituidos por -
las tres capas propias de los Organos huecos. La mucosa estda formada
por un epitelio estratificado plano con queratina y una lamina pro--
pia de tejido conjuntivo laxo con abundantes vasos sanguineos, en la
submucosa de tejido conjuntivo se localizan numerosos tubos glandula
res del tipo apocrino y por (ltimo se observan haces musculares.
A partir de estas caracteristicas y de las técnicas especia-

les mencionadas anterlormente se obtuvieron las siguientes observa--

ciones:

Los cuadros( 1, 2, 3 ) muestranen forma esquematica y com-

parativa las caracteristicas bioquimicas de los diferentes granulos
intraci toplasmaticos encontrados en las células.

AREA A

Con la Técnica de Hematoxilina-Eosina, se observa en las ce-

lulas basales del epitelio de revestimiento un pigmento de color ca-

fé en 9 de los 10 sujetos de experimentacion, la muestra del perro -

nimero 3 que era un animal albino, no presentd este pigmento (Fig.l)
por otra parte, el pigmento se mantuvo constante con casi todas las
técnicas usadas, variando el grado de intensidad de su color, que --
fué desde café hasta el negro ( figs, 2 y 3).

En las muestras que fueron sometidas a un proceso de blan---
queamiento durante 24 hrs, por la accldn oxidante del Peroxido de Hi

drdgeno (HZOZ)' el pigmento desaporecid. Por otro lado este pigmento
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resultd acido resistente, reductor de las sales de plata, resistid la

hidedlisis por metilacidn por 2 horas, fué altamente basdfilo y resis

tid la digestidn a la diastasa.

AREA B

En esta area se distinguieron unas células de forma variable
a veces fusiformes y otras dendriticas, en cuyo citoplasma se obser-
varon granulos que reaccionaron en forma idéntica al pigmento que se
presentd en el epitelio de revestimiento., Estas células se localiza-
ron cerca de los vasos sanguineos y en ocasiones muy cerca de la mem
brana basal del epitelio de revestimiento de los sacos anales, De --
manera que para que se facilite la discusidn que posteriormente se -

hara, a este tipo les llamaremos CELULAS 1. (fig. 2).

La muestra que se obtuvo del perro # 3 (albino) no poseia --
estas células (fig, 1).

También en esta 3rea se observaron unas células fusiformes o
redondas, cuyos qgrainulos pequefios mostraron una reaccion metacromati
ca del tipo BETA tuando se utilizaron técnicas que contienen en su -

formula colorantes del grupo de las TIAZINAS (ver cuadro 2 ).Estas -
células que denominaremos CELULAS |1, se localizan por toda la lami-
na propia, pero en yeneral se agrupan en fila por debajo del epite--
lio de revestimlanto y cerca de los vasos sanguineos (fig. 3).

Con el Arul de Tolouidina a un pH de 4, Va motacromasia de---
saparecid cuando las muestras fueron sometidas a la hldrolisis por -

metilacion no raestaurandose después de la saponificacion,

Por otra parte, los granulos de las CELULAS |i resultaron

0w

ser positivos al Azul Alcian (A.A.) vy a la Fushina aldehida sin pre-
tratamiento. Con la técnica de P,A.S. (dcido peryodico de Schiff) en

los cortes seriados se observd que solamente algunas de estas células




fueron ligeramente positivas y cuando se usd la combinacién P,A.S5. -

A.A. (Azul Alcian) los granulos resultaron Azul Alcian positivos.

Estas CELULAS || se observaron en todas las muestras,aunque
en las de perro No. 3 (albino) fueron mas escasas.

En algunas ocasiones se observaron unas células con granula-
ciones del tipo | y del tipo t! (Metacromatica) (Fig.3) peroc en la -

mayor ia se presentaron los dos tipos de células muy juntas una a la

otra.

AREA C

Las observaciones en esta area revelaron la presencia de nu-
merosas células del tipo il,localizadas entre los tubos glandulares,

en ocasiones cerca de los vasos sanguineos y en otras cerca de la --
membrana basal de los tubos.

Ademas se determind la presencia de un tercer tipo de células
a las que denominaremos ''I|1'' que sus granulaciones intracitoplasma--

ticas reacclonaron con basofilia ortocromatica en todas las técnicas

que utilizan colorantes del grupo de las tiazinas (fig.hk)esta basofi-

lia ortocromatica resistid la oxidacidn durante 24 horas con peréxido
de hidrégeno (lp0u): con el azul de Tolouidina a PH, la basofilia fué
muy marcada y roslstid la hidrdlisis por metilacion durante 2 horas;

estos granulos resultaron intensamente positivos al P A.S., aln des--

pués del tratamicnto con PIRIDINA a 37°C por 3 horas y de la digestidn

con DIASTASA; con la combinacidn P.A.S.-A.A. (Azul Alclan) los granu-
los de estas células se tineron de un ROJO PURPURA (tiq.5) estas cé--

lulas 111 reducen las sales de plata (fig. 6) son positivas al Azul -

Nilo (Técnica de HUECK), sus granulos son sudanofflicos, altamente re
sistentes a los 4cidos, en los cortes sin tedir estos granulos poseen

un color natural amarillo,

Las células del tipo Il se observaron en todas las muestras,

pero en grupos Yy ontre determlnados tdbulos glandulares, por otra ---

parte, se observaron algunas c¢élulas que presentaban gréanulos ---
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metacromaticos (Beta) y otros ortocromaticos (alfa) a la vez,

AREA D

Las células secretoras de algunos tlbulos presentaron en su
citoplasma granulos con caracteristicas tintoriales semejantes a las
células 1ttt (fig. 7), coincidiendo esto, en las areas donde se loca-
1izé mayor cantidad de células 11l cerca de la membrana basal de lo

tibulos (fig. 8).




CUADRO 1 REACC I ONES HISTOQUIMICAS DE LAS GRANULACIONES DE LOS

DIFERENTES TIPOS CELULARES

FUCHINA
AREA No.MUESTRA TiPO CELULAR PAS PAS ALDEHIDA SIN PAS PAS
DIASTASA PRETRATAMI ENTO PIRIDINA AZUL ALCIAN
1 - 10 Epitelio c C c c c
excepto 3
A
No. 3 Epitelio - - - -
I - 10 i c c c c c
excepto 3 :
5 No. 3 - - - -
1 - 10
excepto 3 ] b - P (1) - A.T,
No. 3 I + - P (1) (€) - A.T. (E)
] + - P (1) - AT,
o 1 -10
i R R - R P.(1)
D 1 - 10 Epitelio de R R - R P. (1)
los tubos
secretores
Café c Pirpura P Escasas
Azul turqueza A.T Intenso i Variable _  +
Rojo R Negativo (-) (Algunas positivo
(No toma ning(n color)

débil otras nega
tivo)




CUADRO 2

REACCIONES HISTOQUIMICAS DE LOS GRANULOS DE LOS DIFERENTES TiPOS

CELULARES DE LOS SACOS ANALES (PERRO)

AREA Mo.MUESTRA TiPO CELULAR UNNA UNNA AZUL MET!ILACION SAPONIFICA-
Hp05 TOLOIDINA CION
PH,
1 - 10 Epitelio A(1) B A.(1) AL(1) A.(1)
excepto 3
A
No. 3 Epitelio - - - - -
T-1o i AL(1) B AL(1) A(1) A.(1)
excepto 3
No. 3 | - - - - -
B
1 - 10 - - -
excepto 3 H v v
No. 3 i V. (E) - v.(E) - -
! vV - vV - -
c 1 - 10
11 A0, A.0 A.O, A.0. A.O
Epitelio de
D 1 - 10 los tubos A.O. A.O, A.0. A.O. A.O
secretores
Azul Intenso i Blanqueado
Violeta Negativo (-) Escasas

(No toma ningin color)

Ortocromasia

omw




CUADRO 3

REACCIONES HISTOQUIMICAS DE LOS GRANULOS DE LOS DIFERENTES TI1POS
CELULARES DE LOS SACOS ANALES (PERRO)
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Escasas
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CELULAS 11 CELULAS 11
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FiG. 7 AREA D. SUBSTANCIA AZUL NILO EN LAS CELULAS

DE LOS TuBOS SECRETORES

MUESTRA No, 6 6LX

FIG. 8 AREA D P.A.S, DESPUES TRATAMIENTO CON PIRI-
DINA (LA FLECHA MUESTRA LOS GRAMULOS P,A.S, +

DE LAS CELULAS DEL EPITELIO DE LOS TUBOS GLAN
DULARES.

MUESTRA No. 5 6LX
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DISCUSION

En cuanto a la estructura general de los sacos anales se con-
firmaron las observaciones de Canales (8) en su descripcidn de éstos
como Organos huecos, tal como se encuentra en los libros de texto de
histologia 1a estructura de un 6rgano de este tipo., Se aclara que ni
Canales (8) ni el presente trabajo, mencionan a este respecto la se--

rosa o adventicia de los 6rganos huecos, ya que en este caso no exis=

te por su localizaciodon anatomica.

Los resultados obtenidos proporcionan suficientes indicios --
para pensar que, el pigmento presente en las capas basales del epite-
lio de revestimiento (AREA A) es melanina. En primer lugar este pig--

mento no se presentd en la muestra No. 3 procedente de un perro albi-

no. Ademas como se observa en los cuadros 72,3 ) este pigmento resul

td insolubie en solventes orgdnicos, fué blanqueado por agentes oxi--

dantes en meros de 48 horas, cuando se aplicd el tratamiento con ----

Hp02, seglin las técnicas de HUECK. Resultd altamente reductor de las

sales de platn en las técnicas de GROCOTT y FONTANA,

Resultailns que concuerdan ampliamente con diferentes autores -
que aseguran qun éstas son las caracteristicas qenerales de las mela-

ninas (15, 30, 31, 35 v LO),

Otra caracleristica mencionada por esos nutores es la basofi

lia de la melanina, En este trabajo el pigmento resultd de un tinte

azul obscuro con los colorantes basicos (basofilia) tnles como azul -
de tolouidina, arzul de metlileno, etc,

Lillie (29) afirma que cuando las melaninas son blanqueadas

completamente, 1o basoflilia también se destruye. En este trabajo se

obtuvieron resultados similares, cuando las muestras fueron blanquea-



19

das con perdxido de hidrdgeno durante 24 hrs., y posteriormente tefii-
das con el método de UNNA, no mostraron ei pigmento del epitelio. Li
Ilie sugiere que la destruccidn de la basofilia se debe a la presen-
cia de grupos Acido Sulfirico o Sulfdénicos en el contenido de los --
granulos., También se concuerda con este autor en lo que se refiere a
la resistencia del pigmento a la digestidon por parte de la DIASTASA.
De los trabajos de Amakiri (3) y Montagna (34) se deduce que -
la melanina depositada en la capa basal del epitelio de la piel tie-
ne como funcidn la proteccidén contra el sol; la incognita se encuen-
tra en por qué o para qué hay melanina en los sacos anales, Esta ---
cuestion parece ser aclarada si se piensa en el origen embrionario de
los sacos, SCHWARZE (4L4) menciona que se originan a partir del ecto-
dermo de la membrana cloacal, siendo éste el mismo origen de la piel,

se deduce la razdn, por la cual existe la misma pigmentacion en el -
epitelio de los sacos que en la piel externa.

Las células | localizadas en el area B, por sus caracteristi--

cas tintoriales semejantes a las del pigmento del cpitelio, sugieren
que son melanocitos., Hay indicios de que la melanina de la piel huma-
na, se forma en una capa reticular de melanocitos que se localiza =--

sobre el borde ontre la dermis y la epidermis ( Adams, 1960 ) ( 2 ).

Esto parece concordar con los resultados de Amakiri (3) que localizd

melanocitos en la dermls de varias razas de bovinos y con los de QOkum
( 37 ) que en casos de mastocitoma canino y urticaria plgmentosa, en
contrd entre la dormis y la epldermis, asi como, alrededor de los va
sos sanguineos, células fusiformes o dendriticas cuyos grinulos fue-

ron argirdfilos y presentaron una coloracidn café verdosa obscura --

con GIEMSA los cuales interpretd como melanocitos,
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Por la configuracidon, distribucidn y propledades tintoriales
de estas células, los resultados de este trabajo coinciden con estos
autores de manera que se puede pensar que las célultas | son melano--
citos, por otra parte Montagna (3h4) afirma que ta funcidn de los me-
lanocitos es la de producir melanina para las capas basal de epite--
lio, se estd de acuerdo con este autor en cuanto que las células |

son melanocitos que producen el pigmento que se identificd en el ---

epitelio como melanina,

Las células 11 localizadas también en el area B mostraron --

caracteristicas tipicas de lo que se describe como células cebadas -
(&),

Asboe-Hansen (5) y Okun (37) encuentran entre la epidermis vy
la dermis células cebadas, fusiformes con granulaciones débiles, ade

mas Riley (43) describe células similares a éstas cerca de los vasos

sanguineos de rata.

Por otra parte Emerson y Cross (12) haciendo un estudio de -
la distribucién de las células cebadas en la piel normal del perro -
mencionan que presentan forma variable en la regidn perianal, aso---
ciandose a pequefos vasos sanguineos y alrededor de las glandulas ce
badas y apdcrinas. En este trabajo se encontrd que tas células I --
concuerdan con las descripciones de estos autores, ya que a veces se
localizan en fila debajo del epitelio y en otras an grupos asociados
a los vasos sanquineos: se cree que las células pequeflas con granula

ciones discretas y metacromaticas con los colorantes del grupo de ~--

tiazinas, son células cebadas,

Desde Michels en 1938 (36) un gran grupo de autores (5, 8, 4L,

15, 19, 22, 38) corncuerdan en que los granulos de las células ceba--
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das presentan metacromasia, sin embargo, este fendmeno se presenta -
también con la presencia de otras diferentes substancias en las gra-
nulaciones intracitoplasmaticas. Las pruebas histoquimicas realiza--
das, hacen pensar que los granulos metacromaticos de las células 1|

(cebadas) encierran polisacaridos acidos con radicales ester sulfd--
nicos como la heparina, ya que al someter las muestras a la metila--

cidn, la metacromasia desaparecid no reapareciendo después de la sa-
ponificacidn.

Lison (31) menciona que la hidrolisis conducida en la metila

cion, suprime las propiedades metacromaticas porque elimina los radi
cales -OSOBH. por otra parte, la reaccidn positiva con la fushina al

dehida sin pretratamiento y al azul alcinan se debe a grupos acidos

a base de azufre (15). De las substancias que presentan grupos sul--
faricos, la heparina es uno de los constituyentes del contenido de -
los granulos de las células cebadas (5, 14, 26, 37 y 38).

La identificacion de la heparina dentro de los granulos de -
las células cebadas, 1levd a Jaques y Waters (25) a determinar que -
la heparina presente en la sangre del perro después de choque anafi
lactico proviene de las células cebadas del higado, ademéas Eda y Lan

geland (13) identificaron a 1a heparina como un mucopolisacarido sul

fatado dentro de los qranulos de

las células cebadas, por su metacro

masia con el azul de Toluidina y su reaccion positiva al azul alcian

Por otra parte, Long (32) presenta como principio de la iden

tificacion de los grupos acidos, la presencia de metscromasia; Jorpes

y Gardell (26) consideran a la heparina como un mucopolisacarido mas

o menos esterificado con acldo sulfirico, finalmente Silva y Dietrich

(45) describen la estructura de la heparina como una cadena lineal -

compuesta por unidades repetidas de hexa u octasacaridos basicos, =--
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ellos demostraron que el disacarido trisulfatado es la unidad mayor de

los disacaridos de la heparina, que comprende dei 70% al 80% de su es-

tructura total.
1)

Otro punto adicional para pensar que los granulos de las célu-
las (cebadas) contienen heparina, fué el resultado con la combinacion
azul alcian - 3cido peryddico de Schiff (PAS) en la que las llamadas -
células 11 tomaron el azul alclan. Gabe ( 15 ) afirma que con esta ---
técnica,

introducida por Vialli en 1956, las estructuras que aparecen

en azul son grupos electronegativos y PAS negativos, Se sabe que en la
heparina, 2 de los 3 grupos sulfato de cada disacarido son una fuerte
carga electronegativa que presenta gran afinidad por las substanclias -
basicas ( 14 ). En los resultados del presente trabajo, los granulos -
de las células |1 ( cebadas ) reaccionaron negativamente o muy débil--
mente al P.A.S.

Sin embarqgo, se ha admitido que los mastocitos registran re---

sultados contradictorios en los cuales, sus granulaciones han sido des

critas como P,A.5, negativas o débilmente positivas, en la mayoria de

los animales ( 31 ). sdlo una proporcidén de las células cebadas demos-
trable como tal por su metacromasia, se tifie con el método de P.A.S., vy

en muchas de ellas ol color desarrollado es muy débil

( 4o ).

Jorpes y colaboradores ( 26, 27 ) aislaron un ester monosulfa-
rico de la heparina y dliscuten que ¢s un polisacarido mis o menos es--
terificado, pero que no necesariamente esta esterificacidédn de la hepa-
rina es del mismo grado en todos los casos, ellos admiten que la hepa-
rina con bajo contenido en sulfuros ( Monosulfirica ) do una fuerte --

reaccién al P.A.S,, mlentras que la mas esterificada ( TRISULFURICA )
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en la cual los grupos sulfato ocupan 3 de los 4 grupos hidroxilo de -

la heparina, es negatliva al P.A.S,.

Eda y Langeland (13) encontraron en sus estudios sobre la len

gua de rata y mono y el ligamente periodontal humano que las células

cebadas resultaron ser P,A,S. positivas, considerando que contenian -
en el interior de sus granulos heparina MONOSULFURICA inmadura; en =--
este trabajo se encontrd que las células cebadas fueron en su mayor -
proporcién P,A,S. negativas y algunas veces muy débilimente positivas,
por lo que se supone que se trata de heparina esterificada en mayor -
grado o menor grado respectivamente y con cierta actividad bioldgica.
Existen varias teorias sobre la finalidad de las células ceba
das en la dermls., May en 1956 (mencionado en 37, 39 y 41) propuso que
las células cebadas en las ratas elaboraban melanina bajo ciertas ---
condiciones, mas tarde Quevedo (41) estudiando varias cepas de rato--
nes concluye que las células cebadas ni elaboran pigmentos de melanina

ni contribuyen a la actividad melanogenética de los melanocitos,

Okun y colaboradores en varios articulos (37, 38 v 39) sos---
tienen que las células cebadas son capaces de sintetizar melanina y -

que histogénéticamente cstan relacionados con los melanccitos.

Mas reclentemente, Amakiri (3) concluye que cn la piel de ---
bovinos de razas tropicales las células DOPA positivas pueden ser ce-
badas, melandfagos y melanocitos activos, ya que

el patrdn de distri-~

bucion de las cebadas en ostas razas

fué similar al do las células --

DOPA positivas.
En el presente trabajo, basandose en las observaciones del -~

perro No. 3 (albino) y en el cual no se¢ presentd la melanina en el --

epitelio y que no se encontrd melanocito alguno, pero si se localiza-
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ron células cebadas con granulaciones metacromiaticas, aunque su nime-
ro fué menor y sus granulos resultaron ser mas débiles que en las ---
otras 9 muestras; se llega a pensar en que poslblemente exista alguna
relacidn entre determinados grupos de células cebadas y los melanoci-
tos, sin embargo, se sugiere la utilizacidén de otros métodos convin--
centes para asegurar esta hipdtesis, como la demostracidn histoquimi=-
ca de la presencia introcitoplasmatica de enzimas especl{ficas para la
sintesis de melanina.
En las células 111 localizadas en el conjuntivo intersticlial

de los tubos glandulares se observaron granulaciones con basofilia --

ORTOCROMATICA, con todas las técnicas que emplean colorantes del gru-

po de las Tlazlinas.

Se admite (15 y L40) que es posible reconocer 3 variedades de
metacromasia en histoquimica, basidndose en la curva de observacion --

espectral de los colorantes del grupo de las tlazinas:

.- La metacromasia alfa o monomérica, que produce un tinte =
azul ORTOCROMATICO.

2.~ La metacromasia beta o Dimérica, que produce un tinte ---
violeta,

3.~ La mectacromasia gamma o Pollimérica, que produce una colo-

racioéon roja plrpura.
Gabe (15) menciona que los cromolipoides, (1fpidos Acidos),

reacclonan produciendo, una basofilia ortocromtica con el azul de -=-

Toluldina ta cual ¢s dcido resistente. Pearse (L0) afirma que se debe

a los grupos carboxllos de los acidos grasos no saturados.

Los cuadros 1, 2, 3, muestran que el grupo dc células |11 entra
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en esas descripciones, cuando se usd el zleel - nlelsen, ademas, la

basofilia ortocromitica presentada con el azul de Toluldina en la téc
nica de UNNA, resistid el tratamiento con perdxido de hldrégeno du--
rante 24 horas y mas, sin que se presentara blanqueamiento, compro---
bandose la misma reaccidon con la técnicade HUECK para distinguir la

melanina de los cromolipoides, se observd que el azul nilo persistio

alin después de la oxidaciodn,

En estas y otras pruebas para la metacromasia, las células -

111 se distinguieron facilmente por su ortocromasia de las células =-
Il metacromaticas, indicando claramente que son dos tlpos de células
con reacciones diferentes, Al emplear la técnica de P.A.S,, estas --
células presentaron granulaciones que fueron fuertemente positivas,

resistieron a la dligestidon por parte de la DIASTASA, lo que descarta
l1a presencia del ¢llicégeno, también fueron resistentes a la PIRIDINA

durante 3 hrs. lo rnue hace pensar cada vez mas en la posibilidad de -

la presencia de acldos grasos no saturados.

Riley (42) encontré en la rata, células con granulaciones --

ortocromaticas y " ,A,S, positivas y otras células con granulos meta

cromaticos y P,A,5, debilmente positivas, este autor sugiere que las
ortocromaticas son calulas cebadas que contienen heparina monosulfa-

rica y las metacromaticas conticnen heparina trisulfirica.

Aunque Yo resultados del presente trabajo son similares, no

se esta totalmente de acuerdo con Riley, en lo que se reficre a las

celulas ortocromaticas, porque cuando se ha practicado la técnica de

la combinacién azul alclan-P,A.S,, las células || tomaron el azul --

alcian, en tanto que las células |1l tomaron un color plrpura obscuro
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Segiin Gabe (15) cuando se presenta este fendmeno, se trata de
la presencia de substancias que contienen grupos acidos responsables
de la basofilia y grupos VIC - GLICOL responsables de la reaccidn ===
P.A.S. positiva. Ademas, las células |1l fueron Sudanoffilicas y redu-
jeron las sales de plata, caracteristicas de los cromolipoides.

Por otra parte, Fernex (l4) después de hacer un analisis de -
los trabajos de varios autores sobre las células cebadas, concluye --
que, éstas pueden influenciar el desdoblamiento de 1ipidos, ya que el

transporte de éstos se acelera por pequefias cantidades de heparina.

Asboe-Hansen (5) menciona algunos autores que han demostrado histo--

quimicamente la presencia de grasa en los granulos de las células ce-
badas, por medio del Sudan Negro B,

Se cree que las células Il (cebadas) son precursoras o acti--

vadoras de las células 111, puesto que la mayor parte se localizan --
muy cercanas, ya sea alrededor de los vasos sanguineos o a nivel de -
la membrana basal de las unidades secretoras.

Montagna y Parks (33) hicieron un estudio histoquimico de las
glandulas de los sacos aiales del perro y encuentran que las células
cebadas presontes en ¢l tejido conjuntivo de los intersticios de los -
tubos secretores, posclan granulaciones negras después del tratamiento
con HEMATEINA ACIDA, resultado que significa la prescncla de substan-
cias lipidicas, reportan la presencia de este tlpo de substancias en
ias células de los tubos secrctores de las glandulas apberinas.

En este trabajo se encontrd que en el area D, algunas de las -
células de los tubos sccretores mostraron en su citoplasma gotas 6 -~

granulos con idénticas caracteristicas TINTORIALES a las presentes -
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en las células |1l. Lo que hace suponer que las células (|| estan en
alguna forma involucradas en la sintesis de parte del contenido de -
los sacos anales,

Baker ( 7 ) menciona que la secrecidn total de los sacos ana
les contiene el 88% de agua y 12% de materia seca, la cual esté cons
tituida por: colesterol, fosfolipidos, lipidos aldehidos, grasas neu
tras y acidos grasos,

Ademds Montagna y Parks ( 33 ) reportan que en la secrecidn
total hay: grasas ncutras, colesterol, fosfolipidos, plasmaldgenos vy
dcidos grasos.

La presancia de ciertas substancias lipidas es indiscutible
por las observaciones realizadas a nivel de los tubos apdcrinos, ya
que aparte del grupo de técnicas mencionadas anteriormente, se obser
v6 que en las muestras que fueron sometidas a técnicas fuertes tales
como Zieel-Nlelsen y Piridina (impregnacién en) se presentaron espa-
cios vacios, indicando la presencia de llpidos solubles,

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con las reaccio--
nes histoquimicas puede estimarse que las poblaciones de células ce-
badas de los sacos anales de los perros juegan un papel en la forma-

cidon de diferentes substancias.

Sin embargo, son necesarias mayores cvidenclas para asequrar

la funcidn de estas células.,



28

CONCLUSIONES

El pigmento de las capas basales del epitelio de reves~

timiento se identificd como melanina.

Un nimero de células pigmentadas identificadas como me-

lanocitos,

En las muestras del perro nimero 3 no se identificd ni
melanina ni melanocitos.
Se encontraron dos tipos de células cebadas.

Unas con granulos metacromidticos relacionadas con los -

melanocitos.

Otras relacionadas con la formacién de cromolipoides,
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