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RESUMEN
RAMIREZ PEREZ RICARDO ULISES. Cuantificaciéon de células cebadas
(mastocitos) en epiplén de perros (canis familiaris) sometidos a reseccion intestinal
y anastomosis termino-terminal por cuerpo extrafio. (Bajo la asesoria de: MVZ

Héctor Villasefior Gaona y MVZ Santiago René Anzaldla Arce)

Descriptores: Epiplon, mastocitos, perro.

Las caracteristicas morfofuncionales del epiplon van a depender de la
homeostasis de los 6rganos que se localizan en la cavidad abdominal ya que el
epiplon  presenta elevada celularidad como mastocitos (MC), linfocitos y
fibroblastos, entre otros, por lo que tiene la capacidad de realizar una amplia gama
de funciones para el organismo. Los MC son elementos del tejido conjuntivo que
interactian con diversos tipos celulares a través de la liberacion de los

mediadores quimicos contenidos en sus granulos.

El presente estudio se efectud con el proposito de conocer la afluencia de los MC
en el epiplon de perros sometidos a reseccion intestinal y anastomosis termino-
terminal por cuerpo extrafio (RIA) para determinar si existen diferencias en

comparacion con el epiplén de perros sanos.

Se utilizaron 10 perros que presentaron obstruccion intestinal por cuerpo extrafio y
10 perros clinicamente sanos como control. Se obtuvieron fragmentos del epiplén
del grupo de los animales con RIA del area en donde este se encontraba

fusionado a la serosa del intestino, y por otro lado fragmentos de epiplon del grupo
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control. Dichas muestras se procesaron siguiendo el método de inclusion en

parafina y se tifleron con hematoxilina-eosina y azul de tolouidina.

Para el conteo celular se consideraron los MC existentes por mm? en el epiplén
de ambos grupos. Hubo una diferencia estadistica significativa (P= <0.001) del
namero de MC degranulados en los perros con RIA en comparacion con los MC
degranulados de los perros sanos. De igual manera, al comparar los MC sin
degranular de los perros sanos contra MC sin degranular de los perros con RIA, se

observo un incremento moderadamente significativo (P<0.05).

Los resultados obtenidos sugieren que los MC tienen un papel relevante en la
dinamica que presenta el tejido conjuntivo laxo areolar durante el periodo de
cicatrizacion o aislamiento de un o6rgano con el fin de evitar una posible

contaminacion o diseminaciéon de una infeccién dentro de la cavidad abdominal.
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INTRODUCCION

I- Aspectos morfofuncionales del epiplon

En el organismo existen cuatro serosas, el pericardio, las pleuras, el peritoneo y

en el macho la tanica vaginal.

El peritoneo es una membrana serosa delgada que recubre la cavidad abdominal,

parte de la cavidad pélvica y casi en su totalidad las visceras contenidas en esta

().

El epiplébn u omento es un repliegue del peritoneo que une las visceras entre si.
Se divide en dos partes que son: el omento mayor o epiplon mayor y el omento

menor o epiplon menor (2).

El epiplon mayor se origina en la pared abdominal dorsal, prolongandose hasta la
entrada de la pelvis, y plegandose para volver en sentido inverso e insertarse en la
curvatura mayor del estbmago. A partir del mesenterio dorsal se desarrollan

uniones con los 6rganos contiguos que restringen su libertad de movimiento (3).

El epiplon menor deriva del mesogastrio ventral que une la cara visceral del
higado con la curvatura menor del estémago y la porcion craneal del duodeno.
Presenta dos partes, el ligamento gastrohepatico y el ligamento hepatoduodenal.
Se fusiona con el mesoduodeno y el conducto colédoco para marcar el limite entre

ambos, y a través de este pasan los elementos del pediculo hepatico (4).

Las membranas serosas estan constituidas histolégicamente por una capa de

tejido conjuntivo laxo areolar recubierta por un mesotelio, que corresponde a una
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capa de tejido epitelial plano simple, por lo general forma dos capas, una parietal y
otra visceral; la primera se continda con las paredes musculares de la cavidad
toracica y abdominal; y la segunda con los distintos érganos que reviste (pulmoén,

corazon, intestino, tracto reproductor femenino, entre otros).

Las membranas serosas tienen la capacidad de producir y reabsorber fluido
seroso y también de absorber aire o gases, como es el caso del bidéxido de
carbono después de una cirugia laparoscopica (3). Los fluidos serosos estan
constituidos por liguidos amortiguados e isotonicos, células epiteliales y células del
sistema inmune, por lo que pueden responder rapidamente a procesos
inflamatorios, y se les asocian varias funciones defensivas contra diversos agentes

patégenos (3).

El peritoneo alberga un gran numero de células, entre ellas destacan los
macrofagos que actian en procesos fagocitarios y como células presentadoras de
antigenos para los linfocitos “T” y “B”. Entre otras, se encuentran los eosindfilos,
los basdfilos y los mastocitos, que liberan mediadores quimicos necesarios para

las respuestas inflamatorias y su regulacion.

lI- Aspectos morfofuncionales de los mastocitos

Las células cebadas o mastocitos son células del tejido conjuntivo ordinario.
Pueden identificarse de manera especifica mediante técnicas tintoriales como el
Ziehl-Nielsen y el azul de toluidina con las que se tifien de manera metacromatica
(la propiedad de ciertos compuestos de virar al colorante original). Son células

pequefias de 20-30 um de diametro, redondas u ovoides, con un nucleo ovoide,
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central y palido. En su interior existen numerosos granulos citoplasmaticos
basofilos, que en muchas ocasiones cubren el nucleo. Entre los compuestos mas
relevantes presentes en los granulos se encuentran mediadores primarios o
preformados como las aminas bidégenas, entre las que se citan la histamina, la
serotonina (5- hidroxitriptamina) y la dopamina; glucosaminoglucanos como la
heparina, responsable de la metacromasia; algunas enzimas como proteasas
neutras (triptasa, quimasa y carboxipeptidasas), arilsulfatasa, glucuronidasa,
cininogenasa, peroxidasa y superoxido dismutasa. También se encuentran otros
compuestos que atraen células del tejido conjuntivo, como el factor quimiotéctico
para eosindfilos y neutrofilos. Ademéas de los mediadores primarios, los MC
sintetizan compuestos que se liberan en el momento en que son producidos que
se denominan mediadores secundarios o recién sintetizados. Estos pueden
agruparse en dos tipos, los que provienen del acido araquidénico y los
compuestos de diversas citocinas. El &cido araquidonico esta presente en la
membrana plasmética, a partir de éste se derivan diversos compuestos
eicosanoides como los leucotrienos (LTD4, LTE4, LTC4), tromboxanos (TXA2,
TXB2) y prostaglandinas (PGD2). Dentro de las citocinas producidas por los MC
se encuentran el factor activador de plaquetas (PAF), bradicininas, interleucinas

(IL-4, IL-5 e IL-6) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) (5).

Antiguamente se pensaba que los MC eran basoéfilos que pasaban al tejido
conjuntivo para realizar funciones especificas; sin embargo, actualmente se sabe
gue aungue comparten algunas caracteristicas morfolégicas son células de origen

diferente. Se postula que las células precursoras de los MC provienen de la
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médula ésea, circulan en la sangre por un corto periodo y posteriormente pasan al
tejido conjuntivo, se diferencian en MC por lo que adquieren sus granulos

especificos y permanecen como células residentes durante varios meses.

En cuanto a su localizacion en el organismo, se distinguen dos poblaciones
celulares de MC, las que se encuentran el todo el tejido conjuntivo del cuerpo, y
las presentes exclusivamente en el tejido conjuntivo subepitelial del sistema
respiratorio y digestivo. A estas Ultimas se les denomina MC mucosales y se
distinguen de las primeras por poseer en sus granulos sulfato de condroitina, en

lugar de heparina (5).

No se sabe con certeza la razén de la existencia de estas dos poblaciones
celulares, es mas, se han identificado un gran niamero de MC distintos, en cuanto
a morfologia, histoquimica, contenido de granulos y sus respectivas respuestas,

por lo que es factible decir que los MC son bastante heterogéneos (6).

Dentro de las actividades fisiol6gicas bien establecidas para los MC se comentan
las relacionadas con el sistema inmunolégico para inducir reacciones de
hipersensibilidad inmediata, o su manifestacion sistémica llamada reaccion o
choque anafilactico (7); ya que los MC poseen receptores Fc para las
inmunoglobulinas E (IgE). Los mediadores primarios y secundarios liberados
durante la hipersensibilidad inmediata inician y modulan la respuesta inflamatoria,
ademas, activan el sistema de defensa atrayendo leucocitos (como eosindfilos y

neutrofilos).
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Algunos hallazgos sugieren que la liberacién de los componentes de los granulos
de los MC pueden estar involucrados en la formacion de fibras de colagena in
vivo. Una fuente importante de procoldgeno son los fibroblastos que son
necesarios para la maduracion de los granulos de los MC. En la actualidad se
sabe que existen diversas vias para la sintesis de colagena, asi como de su
deposicion in vivo (8). Las fibras de colagena son depositadas en la matriz

extracelular después de que los fibroblastos secretan procolageno (9).

Durante la interaccion de los MC con otras células, la histamina (HA) se libera de
manera constante hacia el medio extracelular, lo que puede servir para mediar la
comunicacioén intercelular, ya que multiples tipos celulares poseen receptores para
la HA, que modulan una amplia gama de respuestas. Un ejemplo se observa en
los fibroblastos que al captar los mediadores quimicos liberados por los MC,

activan su capacidad secretora de colagenasa y proteinasa neutra (Figura 1), (10).

Otros procesos en los que se han implicado a los MC son en la hemostasis, en
cambios de permeabilidad vascular, hematopoyesis, angiogénesis, remodelacion

tisular y en el desarrollo o resistencia a los de tumores (6).

En la préactica clinico-quirdrgica en pequefias especies es comun observar que
ante la presencia de agresiones tanto fisicas como quimicas en Organos
viscerales, el epiplon tiende a migrar espontaneamente y rodear la zona para
proporcionar proteccion y acelerar el proceso de reparacion de los tejidos; del
mismo modo, se ha utilizado como alternativa terapéutica en el tratamiento de

heridas con pérdida importante de piel (11).
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Los MC participan en la remodelacion de tejidos y en la afluencia celular del

omento, posterior a didlisis peritoneal en ratas (12).

Asi mismo durante la didlisis peritoneal en esta especie se ha observado un
incremento en el numero de MC, relacionado con la induccion de angiogénesis
(13) y alteraciones patoldgicas (fibrosis) de la membrana peritoneal durante el
tratamiento a largo plazo; después de 3 meses sin realizar dialisis el nimero de

MC disminuye y se observan cambios reversibles en el peritoneo (14).

Se han realizado diversos estudios encaminados a dilucidar los procesos de
maduracion y regeneracion de los MC del peritoneo y de la cavidad peritoneal de

las ratas adultas y jovenes (15, 16, 17).

En las lesiones del mesenterio en la rata ocasionadas por el proceso de
isquemia/reperfusion se ha observado degranulacion de MC; en el omento se ha
demostrado que se evita mediante la administracion de un inhibidor de la
ciclooxigenasa, de tromboxano sintetasa, de factor activador de plaquetas y de la

lipooxigenasa (18).

El presente estudio tiene como finalidad, conocer la posible participacion de los
MC en diversos procesos de reparacion tisular (angiogénesis, respuesta y
regulacion inflamatoria y fibrosis, entre otros), en el intestino del perro por lesiones
por cuerpos extrafios y procedimientos quirdrgicos. Estos estudios bésicos
permitiran generar posteriormente recomendaciones clinicas y posibles

alternativas terapéuticas.
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OBJETIVOS

1. Cuantificar el nUmero de mastocitos presentes en el epiplén de perros con
obstruccion intestinal por cuerpo extrafio, e intervenidos quirdrgicamente
mediante reseccion intestinal y anastomosis termino-terminal por cuerpo
extrafio, con respecto a animales clinicamente sanos.

2. Comparar el namero de mastocitos presentes en el epiplon de perros con
obstrucciéon intestinal por cuerpo extrafio e intervenido quirargicamente
mediante reseccion intestinal y anastomosis termino-terminal por cuerpo

extrano, asi como en animales clinicamente sanos.
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HIPOTESIS

Debido a que los mastocitos presentes en el epipldn participan en mecanismos de
proteccion y regeneracion tisular en lesiones ocasionadas por cuerpos extrafios en
organos del tracto digestivo, posquirdrgicos y alteraciones en cavidad abdominal
es posible que se incrementen el nimero de mastocitos en el epiplon de perros

con obstrucciones intestinales, en relacién con animales clinicamente sanos.
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MATERIAL Y METODOS

A) Animales:

Para este estudio se utilizaron un total de veinte perros de distinta raza, edad y

SeXxo.

Los animales se dividieron en 2 grupos (n=10), el primero de ellos fueron
pacientes de una clinica privada que presentaron obstruccion intestinal por cuerpo
extrafo; el segundo grupo de animales se conformo por perros clinicamente sanos
destinados a sacrificio del antirrabico “Luis Pasteur”, dependiente de la Secretaria

de Salud.

B) Procedimiento quirdrgico

Los animales del primer grupo una vez establecido el diagndstico se prepararon
siguiendo los lineamientos de asepsia y anestesia de rutina. Posteriormente se

realizo la reseccion intestinal y la anastomosis termino-terminal.

Los animales intervenidos se mantuvieron en jaulas de hospitalizacion con dieta
liqguida por tres dias con un suplemento alimenticio (Ensure), se continué con dieta
blanda durante 8 dias. Posteriormente continuaron con su dieta normal a base de
croquetas y agua ad libitum. Los perros fueron sometidos posteriormente a

celiotomia para obtener las muestras 20 dias después de la cirugia.

En los animales del segundo grupo, una vez realizada la eutanasia en el
antirrdbico, se procedié a recolectar las muestras de epiplon en el area destinada

para toma de muestras siguiendo los patrones de asepsia.



~12 ~

C) Procesamiento de muestras

En el primer grupo se obtuvieron las muestras de epiplon del area proxima a la
lesion quirdrgica y del segundo grupo se tomaron las muestras del epiplon al azar.
Las muestras fueron sometidas a fijacion con formol salino buferado a pH de 7.2
durante 24 horas. Posteriormente se procesaron por el método de inclusién en
parafina utilizando un histoquinette AO Scientific Instruments T/P8000. Después
se realizaron cortes semiseriados de 8 um de grosor mediante un microtomo
Spencer 820. Los cortes fueron tefiidos por las técnicas de Hematoxilina-Eosina,
gue permitié analizar la morfologia general de los tejidos y azul de tolouidina para

la identificacion especifica de los MC.

Se cuantificaron los MC de los dos grupos por unidad de area (1 mm?) utilizando
para ello una reticula ocular micrométrica (Carl Zeiss) y con el objetivo de 40X con

un aumento total de 400X.

Se determind y compar6 el numero de MC degranulados y sin degranular por
mm?, para lo cual el criterio que se sigui6 fue el siguiente; se consideraron células
degranuladas aquellas cuyos granulos metacroméaticos estuvieran dispersos y en
la periferia del nucleo, ademas de que este Ultimo pudiera observarse claramente.
Mientras que las células no degranuladas se consideraron aquellas cuyos
granulos metacromaticos estuvieron concentrados en el interior del citoplasma y

gue ocultaran parcial o totalmente al ndcleo.

Los valores fueron sometidos al andlisis estadistico mediante la prueba de ANOVA

para conocer las diferencias entre ambos grupos. Para conocer las diferencias
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entre las medias de los animales con MC degranulados y sin degranular, se

realizé la prueba de Tukey.
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RESULTADOS

La apariencia histolégica general de los cortes de los perros intervenidos
quirdrgicamente, mostré mayor cantidad y variedad celular, mayor inervacion, asi
como intensa vascularizacion. En los animales sanos se observaron abundantes
adipocitos como células predominantes, y aunque se observaron algunas células
propias del tejido conjuntivo, la densidad celular y su variacion fue menor con

respecto al primer grupo, igualmente se distinguieron escasos vasos sanguineos.

Los MC se ubicaron principalmente en las cercanias de los vasos sanguineos de
los animales sanos, mientras que en los perros con RIA su distribucion fue mas

heterogénea.

Los resultados del conteo de MC por mm? se muestran en la Tabla 1. En los
perros sanos el promedio fue de 4.7 y en los perros con RIA se observo un
incremento significativo de MC (49.6), de tal forma que se cuantificaron

aproximadamente 10 veces por arriba de la cantidad presente en animales sanos.

La cuantificacion de los MC degranulados y sin degranular se muestra en la
Tabla 2. En los perros sanos el 53.19% de los MC estaba degranulado y el 46. 8%
estaba sin degranular; mientras que en los perros con RIA el 63.91% de los MC

estaban degranulados y el 36.08% estaban sin degranular (Tabla 2).

Tanto en los perros sanos como en los perros con RIA, al comparar las medias de
los MC degranulados contra MC sin degranular por medio de la prueba de Tukey,
no se encontraron diferencias estadisticas significativas (P= >0.05). Sin embargo,

se encontrd6 un incremento significativo (P= <0.001) del namero de MC
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degranulados en los perros con RIA cuando se compararon con los MC
degranulados de los perros sanos. De igual manera, al comparar los MC sin
degranular de los perros sanos contra MC sin degranular de los perros con RIA, se

observo un incremento moderadamente significativo (P<0.05) (Tabla 2).



~ 16 ~

DISCUSION

En el presente trabajo se muestran las variaciones cuantitativas de los MC del
epiplon en perro, en dos condiciones: animales sometidos a reseccién intestinal y

anastomosis (RIA), asi como en animales clinicamente sanos.

El epiplon de los animales con RIA muestra ser un tejido heterogéneo en su
naturaleza celular, con abundantes vasos sanguineos y gran cantidad de MC, la
mayor parte degranulados (Tabla 1 y 2), esto implica procesos previos de
multiplicacion celular, asi como interacciones celulares para atraccion de

elementos celulares hacia el tejido conjuntivo.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que los MC tienen un
papel relevante en la modulacion de la respuesta inflamatoria. Al producirse la
degranulacion de los MC peritoneales con liberacion de histamina y de otros
factores se aumentan la permeabilidad vascular, asi mismo se eleva la poblacion
de macrofagos que son renovados a partir de la gran cantidad de monocitos
circulantes, y desarrollan su capacidad fagocitica aunado a su participacion como
células presentadoras de antigenos a los linfocitos T citotéxicos. También se
encontré gran cantidad de linfocitos que activan la angiogénesis y la regeneracion

neuronal.

Debido a la interaccion celular por accién de sus mediadores, los MC interactian
con los fibroblastos para proporcionar mayor proteccion al sellar perfectamente la
serosa en el intestino y producir mayor cantidad de colagena que incrementa esta

capa histolégica y aislar de cualquier agente contaminante de la region dafiada
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con la migracion de epipldon hacia la zona intervenida quirdrgicamente y
fusionarse para provocar adherencias fibrosas. También se originan gran cantidad
de vasos capilares con sintesis de colagena que al finalizar el proceso de

cicatrizacion desaparecen (19).

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con Hartveit quien
demostré que los compuestos en los granulos de los MC estimulan la produccién

de colagenasa tipo | en cultivos de fibroblastos (20).

Los MC son células cruciales en el inicio de los procesos inflamatorios, pues
liberan diversos compuestos que actian como factores quimiotacticos para los

eosinofilos, neutrdfilos y fibroblastos.

Se han realizado estudios de valoracion de liofilizado de epiplon canino en los que
se determinaron las variantes genéticas de la colagena encontrandose tipo |, Ill, V,
VII'y XIV. Dicho liofilizado ha sido utilizado en un grupo de ratas a las que se les
extirpd una porcidon de piel mediante cirugia y se valoraron y compararon los
efectos cicatrizantes con respecto a otro grupo de animales sin tratamiento; los
resultados sugieren que el liofilizado de epipléon promueve mejor cicatrizacion en

heridas criticas. (11)

Lavielle y colaboradores efectuaron un estudio del estroma interalveolar, asi como
del estroma interlobulillar de la gldndula mamaria de perra en periodo activo e
inactivo, con el propésito de analizar cuantitativamente la poblacién de MC por
mm?. Se encontré aumento significativo de MC en la glandula mamaria en periodo

inactivo con relacién a la gldndula mamaria en periodo activo, lo que sugiere la



~ 18 ~

importancia que tienen éstas células en la homeostasis local del tejido conjuntivo

ordinario laxo areolar. (9)

El epiplon se ha utilizado ampliamente en diversos procedimientos quirurgicos, en
Medicina Veterinaria se mencionan entre otros: la omentalizacion de una
anastomosis o de enterotomia, reparacion de defectos en la pared toracica,
tratamiento de abscesos prostaticos, neoplasias, linfedema, procedimiento de
drenaje para quilotérax, y procesos experimentales de curacion en osteotomias
realizadas en perros. En el caso de los humanos sus aplicaciones son muy
variadas ya que el omento se ha empleado como parte de la cirugia reconstructiva
en casi todas las areas del cuerpo y en procesos de drenaje en la hidrocefalia
mediante una derivacion lumbo-omental entre otras y se resumen en la tabla 3

(21).

Con estos resultados podemos comprobar la participacion de los MC como
mediadores de tan amplias funciones que desarrolla el epiplon, lo cual permite

sentar las bases y poder seguir desarrollando estudios posteriores.



1)

2)
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Promedio de Mastocitos
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TABLA 1: Mastocitos totales en el epiplon de perros sanos y perros con reseccion y
anastomosis. Los valores son expresados como promedios = error estandar. En el
primer grupo el promedio fue de 4.7 y en el segundo fue de 49.6.

SYdNoId A SO4Aavno



Total de Mastocitos Degranulados y
sin Degranular
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TABLA 2: Mastocitos degranulados y sin degranular en el epiplon de perros sanos
anastomosados. Los valores son expresados como promedios + error estandar.

* P=<0.001 Mastocitos degranulados de animales sanos vs. animales anastomosados.
** P=<0.5 Mastocitos sin degranular de animales sanos vs. animales anastomosados.
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Esquema queilustra la interaccion existente entre los mastocitos con otras células residentes deltejido
conjuntivo asicomo con diversas células de reclutamiento por medio de las citocinas que producen.
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FIGURA1



Microfotografia de epiplon de un perro sano (grupo control). Tejido
adiposo (flecha delgada), mastocito (flecha gruesa), azul de
tolouidina, con un aumento totalde 100 x.
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FIGURA 2



Microfotografia de epiplon de un perro con RIA (grupo experimental).
Mastocitos sin degranular (flechas), azul de tolouidina, conun
aumento totalde 400 x.

FIGURA 3



Microfotografia de epiplon de un perro con RIA (grupo experimental).
Mastocitos sin degranular (flechas), azul de tolouidina, conun
aumento total de 400 x.
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Microfotografia de epiplon de un perro con RIA (grupo experimental).
Vaso sanguineo (flecha gruesa), mastocito (flecha delgada), azul de
tolouidina, con un aumento total de 400 x.
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Microfotografia de epiplon de un perro con RIA (grupo experimental). Tejido

nervioso (flecha delgada), mastocito (flecha gruesa), vasos sanguineos (flecha -

curva), azul de tolouidina, con un aumento total de 400 x.

FIGURA 6



Fotografia que muestra la fusion del epiplon con la serosa delintestino
parasellarla lesion.
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Fotografia que muestra la formacion de nuevos vasos sanguineos porla omentalizacion
enun perro con RIA.
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Fotografia que muestra un corte transversal del engrosamiento de la serosa del
intestino debidoa su fusion con el epiplon de un perro con RIA sin alterar el lumen
intestinal y favoreciendo su cicatrizacion.
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TABLA 3. USOS DEL EPIPLON EN CIRUGIA RECONSTRUCTIVA

HUMANA

e Reparacion de fistulas vesicovaginales y vesicocdlicas

e Omentalizacién de las anastomosis intestinales

e Reparacion de heridas cerradas de la vejiga urinaria

e Reparacion de defectos de la pared abdominal

e Ulceras gastroduadenales perforadas

e Soporte de primera linea de sutura del es6fago

e Cerrar el grosor de defectos del eséfago

¢ Reparacion de defectos de la pared toracica

e Paliar linfedema de una extremidad

e Revascularizacion de los tejidos que estan isquémicos por golpes,
isquemia miocérdica, heridas desvitalizadas de piel, etcétera

e Recubrimiento de defectos del cuero cabelludo por colgajos libres

e Reconstruccién de deformidades faciales

e Reconstruccién de fistulas broncopleurales

e Revascularizacion ocular

e Revascularizacion de tejidos dafiados de la médula espinal
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