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RESUMEN

LOPEZ COLMENARES YAHZEEL. Cuantificacion de linfocitos y neutrdfilos en
epiplon de perros (Canis familiaris), sometidos a reseccién intestinal y anastomosis
termino-terminal por cuerpo extrafio. (Bajo la asesoria de: MVZ Héctor Villasefior
Gaona y MVZ Alberto Fouilloux Morales).

Descriptores: epiplon, linfocitos, neutrdfilos, perro.

El epiplon u omento mayor es una membrana serosa de defensa en la cavidad
abdominal, participa de diversas maneras en caso de agresion o alteracion que se
suscite en dicha cavidad. La absorcion y eliminacion de liquidos o gases, asi como
también aislar zonas contaminadas por bacterias le permiten actuar como un

mecanismo natural de proteccion.

Este estudio se realiz6 con la finalidad de comprender la afluencia de los linfocitos
y neutrdfilos en el epipldn de perros sometidos a reseccion intestinal y anastomosis
termino-terminal por cuerpo extrafo (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 de epiplén
del grupo de animales con RIA del &rea en donde éste se encontraba fusionado a
la serosa del intestino, y por otro lado fragmentos de epiplon del grupo control.
Dichas muestras se procesaron siguiendo el método de inclusion en parafina y se

tifieron con Giemsa y acido peryddico de Schiff (PAS).

Para el conteo celular se consideraron los linfocitos y neutréfilos existentes por mm?
en el epiplon de ambos grupos. Hubo una diferencia estadistica significativa (P=
<0.0001) del numero de neutroéfilos en los perros con RIA en comparacion con los
neutroéfilos de los perros sanos. De igual manera, al comparar los linfocitos de los
perros sanos con respecto a los linfocitos de los perros con RIA, se observo un
incremento minimo (P<0.05) con la prueba de “t” de Student

Los resultados obtenidos sugieren que los neutréfilos y linfocitos tienen un papel
relevante en la dindmica que presenta el tejido conjuntivo ordinario laxo areolar
durante el periodo de cicatrizacidn o aislamiento de un érgano con el fin de evitar la
posible contaminacion o diseminacion de una infeccion dentro de la cavidad

abdominal.



INTRODUCCION

Cavidad abdominal

El abdomen se extiende desde el diafragma hasta la pelvis y representa la cavidad
mas grande del cuerpo. Esta cavidad contiene al tubo digestivo, higado, pancreas,
bazo y parte del aparato genitourinario, plexos nerviosos, vasos y nodos

linfaticos®:2),

El diafragma es el limite craneal de la cavidad; las vértebras lumbares y los
musculos hipoaxiales forman el limite dorsal; los musculos oblicuos abdominales y
transverso abdominal constituyen el limite lateral; una pequefa porcion del ala del
ileon y la linea terminal delimitan caudalmente; el masculo recto abdominal es el

limite ventral de dicha cavidad®23),

Generalidades del peritoneo y aspectos morfofuncionales del
epiplon

En el organismo existen cuatro serosas: el pericardio, las pleuras (derecha e

izquierda) y el peritoneo®.

El peritoneo es una membrana semipermeable bidireccional capaz tanto de
absorcion como de exudacion o trasudacion. Esta membrana permite un libre
intercambio entre el liquido peritoneal y el plasma®. El liquido peritoneal se forma
como un dializado de plasma; hay una produccion y absorcion constante de liquido
peritoneal. Este liquido carece de fibrinbgeno y no coagula. Su actividad
antibacteriana normal es inespecifica ademas es relativamente acelular, ya que
contiene menos de 300 células/mm3. Siendo los macréfagos, el tipo celular
predominante; también se presenta una pequefia cantidad de células mesoteliales
y de linfocitos?%). En cuanto a la membrana serosa que conforma al peritoneo, ésta

se encuentra constituida histolégicamente por una sola capa de células escamosas



de origen mesodérmico, las cuales son soportadas por una capa de tejido conjuntivo
ordinario laxo areolar compuesto por glucosaminoglicanos, fibras elasticas y de
colageno®. Entre las células que alberga el peritoneo, destacan los macréfagos que
actian en procesos fagocitarios y como células presentadoras de antigenos para
los linfocitos “T” y “B” los cuales representan las células centrales del sistema
inmune que al entrar a la cavidad peritoneal se acumulan rapida y prominentemente.
Otras células importantes son los neutréfilos que contienen lisosomas, que
participan en la modulacion del proceso inflamatorio para generar e inactivar
factores quimiotacticos y la migracion de los mismos. Ademas estan presentes

linfocitos, mastocitos y adipocitos? 510,

Las membranas serosas funcionan como defensa dentro de la cavidad peritoneal,
son responsables de la absorcion y eliminacion de bacterias ademas de la
debridacion®. Tienen la capacidad de producir y reabsorber fluido seroso y
también absorbe aire o gases, como es el caso del biéxido de carbono después de
una cirugia laparoscopica®; ademas absorbe proteinas y particulas por medio del
epiplon®?); el drenaje linfatico, los vasos linfaticos colectores y las lagunas de la
cavidad peritoneal en perros, es la ruta principal que toman en la depuracion de
liquido y particulas® es a través del sistema linfatico del diafragma hacia los
linfonodos mediastinicos y por ultimo, hacia la pared del ducto toracico y de ahi a la
circulacién sistémica. Por esta ruta, particulas pequefias de 10um de didmetro (las
bacterias tienen 0.5 a 2um y los eritrocitos tienen 7 a 8um de didmetro) son

rapidamente eliminadas de la cavidad peritoneal(®9:13.14),

Existe un peritoneo llamado parietal que tapiza las cavidades abdominal y parte de
la pélvica; otro que es el peritoneo visceral se encuentra encima de los 6rganos
presentes en dichas cavidades e incluso en 6rganos que abandonan el abdomen a
través del canal inguinal para conducirse a la bolsa escrotal (en el caso de los
machos). La cavidad peritoneal es un espacio potencial entre los peritoneos parietal
y visceral y no contiene 6rganos, excepto en el momento de la ovulacién (en el caso
de las hembras); el peritoneo y la fascia transversa se unen conteniendo gran
cantidad de depdsitos grasos en los animales obesos®. También esta el peritoneo

de conexion, que consiste en una lamina doble de peritoneo localizada entre los
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organos o conecta al peritoneo visceral con el parietal, los pliegues peritoneales
cubren al mesenterio, ligamentos o a los epiplones. Los mesenterios son ligamentos
que sujetan al intestino y se encuentran cubiertos por una serosa peritoneal a través
de la cual se distribuyen vasos y nervios al intestino*2. El epiplén u omento es un
repliegue del peritoneo que une las visceras entre si. Se divide en dos partes: el

mayor y el menor(1-3.15),

El epiplébn mayor estd compuesto por tres porciones (cada una presenta una doble
lamina peritoneal). La mas grande es la porcion bursal, fijada craneoventralmente a
una parte considerable de la curvatura mayor del estdbmago. La bursa epipldica se
extiende hacia caudal hasta la vejiga urinaria, cubriendo a los intestinos. El pliegue
del epiplén mayor da lugar a un estrato ventral, llamado superficial y a un estrato
dorsal, denominado profundo. La bolsa del epiplon (bolsa omental) es un espacio
potencial entre estos estratos; es un saco a excepcion de su abertura, el orificio
epiploico, limitado en dorsal por la vena cava caudal y hacia ventral por la vena
porta®1Y), la interaccién del omento dentro de la cavidad pélvica estéa limitada por la
capacidad de llegar y establecer contacto fisico con las estructuras que ahi se

encuentran6),

La migracion de asas intestinales a través del orificio epipldico es poco frecuente
pero puede provocar una estrangulacion intestinal. La porcién bursal del epiplén
mayor es utilizada en cirugia para la omentalizacion de heridas y cavidades,
ayudando en la revascularizacion de los tejidos que presentan deterioro de la
irrigacion y para la resolucion de quistes, abscesos y heridas cronicas. Las dos
porciones remanentes del epiplon mayor; la porcidon esplénica que se extiende
desde el hilio del bazo para formar el ligamento gastroesplénico. La parte mas
pequefia de epiplon mayor es la porcion en velo que contiene al I6bulo izquierdo del

pancreas®:2),

El epiplébn menor es mas pequefio y menos complejo que el epiplén mayor esta
ubicado entre la curvatura menor del esttmago y el hilio portal del higado,
continuandose con el mesoduodeno y una parte constituye al ligamento

gastrohepatico?317),



Aunque el epiplébn mayor es inmdvil inherentemente, se desplaza con el
peristaltismo intestinal en el pequefio volumen de liquido peritoneal, esto es de
forma restringida, debido a las uniones que existen a partir del mesenterio dorsal y
que lo unen a los érganos contiguos. Sin embargo, este sutil desplazamiento es
esencial para que el epiplon pueda acceder a superficies dafiadas o infectadas

donde se adhiere y facilita el proceso de reparacion(1.3.11.12,16,18)

Una caracteristica distintiva del epipldn es que, a diferencia de los 6rganos linfoides
secundarios como los linfonodos o el bazo, se expande en respuesta a objetos
extrafios y proliferan un gran nimero de células inmunomoduladoras junto a células
qgue funcionan como células madre. Este tipo de respuesta no ha sido reconocida
en ningun otro 6rgano por lo que es unica del epiplon. Las subpoblaciones celulares
que se reclutan hacia el epiplén, explican como este tejido provee soporte para la

cicatrizacion y regeneracion tisular como ha podido observarse en diversos ensayos
clinicos(®:10.19.20.21)

Las células activadas por el estroma®?, se implantan en los sitios de lesion dentro
de la cavidad peritoneal, independientemente de que las células fagociticas iniciales

encuentren el agente extrafio(820.22),

Hay dos mecanismos diferentes de reacciones tisulares a las substancias extrafas.
Los materiales insolubles, como metales, liberan productos de corrosion a través de
varios medios, y estos son fagocitados por los macréfagos o células gigantes
multinucleadas, dependiendo de su tamafo fisico. Los materiales absorbibles
sintéticos, son degradados por medio de hidrélisis no enziméatica; después de ésta

y dependiendo del tamario de la particula, puede producirse la fagocitosis®.

Cirugias que llevan tiempo y son complicadas, las manipulaciones indeseadas de
tejido, el mayor uso de suturas y la excesiva electrocoagulacion, son factores que
pueden reducir la resistencia local de las heridas. La anestesia prolongada se ha
asociado con un deterioro de la funcion de los macréfagos: quimiotaxis para
neutréfilos, fagocitosis y quimioluminiscencia; la contaminacion externa de los
farmacos, la inhibicion o la estimulacion de citocinas, el aumento de linfocitos

citotdxicos y detrimento de las funciones quimiotacticas, fagociticas y oxidativas®23),
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La actividad fibrinolitica del mesotelio peritoneal se altera en condiciones como
trauma, isquemia, e infecciones. El incremento de la permeabilidad vascular, los
niveles de fibrindgeno y tromboplastina liberados por el aumento de destruccion
celular y por el otro lado la disminucién de la fibrindlisis permite el incremento de

formacion de fibrina en la cavidad abdominal(©:18),

Un incremento en la formacién de fibrina conduce a adherencias del epiplon al
peritoneo y organos moviles, pero previene la diseminacién de infecciones. El
efecto de la barrera fisica de la fibrina previene la entrada de bacterias a la
circulacion y conduce a la formacion de abscesos al inhibir las actividades
antibidticas y fagociticas'%'8), De esta forma la adhesion del epiplén implica la
formacién de un exudado de fibrina en el sitio de la lesién que forma un puente entre
éste y el sitio de lesion. La fibrina favorece la migracion de leucocitos, principalmente
macrofagos y neutrdéfilos; también asisten fibroblastos hacia el sitio de lesion para

formar un tejido de cicatrizacion(b,

Se distinguen dos zonas de tejidos en el epiplon: una membrana fenestrada
translicida y areas ricas en tejido adiposo; las zonas translicidas estan
involucradas en el transporte de fluidos y solutos asi como en la adhesion del
epiplon a las zonas de inflamacion, mientras que en el tejido conjuntivo ordinario
laxo areolar que presenta depdsitos de adipocitos tiene la funcién de vigilancia
peritoneal, ya que en casos de inflamacion, permite el acceso de los leucocitos que
provienen principalmente del torrente sanguineo hacia la cavidad peritoneal;
ademas en este tejido conjuntivo se localizan las maculas lacteas, estructuras que
juegan un rol muy importante en la eliminacion de bacterias y proporcionan un lugar

para la proliferacion y maduracion de los macréfagos vy linfocitos B(®:11.12.23),

El epiplon responde a la estimulacion causada por la presencia de material extrafo,
bacterias, toxinas y al existir zonas inflamadas se adhiere al area afectada,
aumentando su flujo sanguineo favoreciendo la cicatrizacion y reparacion de los
tejidos mediante la produccion de agentes quimicos o substancias inflamatorias,
hemostéaticas y quimiotacticas, que actian sobre las maculas lacteas(®2?, Estas

dltimas consisten en agregados linfoides formados por numerosos macréfagos,
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neutréfilos, linfocitos y mastocitos asociados a arteriolas, vénulas y capilares, todos
ellos conforman estructuras altamente reactivas que se incrementan en tamafio y
namero como respuesta al proceso inflamatorio del peritoneo, tienen como
propésito esencial, fagocitar, producir anticuerpos, filtrar la cavidad abdominal,
incluso tiene la capacidad de capturar y controlar la diseminacion de células
tumorales al reconocerlas y atraparlas, en otros casos almacena substancias o
particulas extrafias11821.23) Es por eso que en la actualidad las células del epiplén
son utilizadas en diversas disciplinas quirargicas, casos exitosos de transposicion
del epiplon han sido descritos como en: neurocirugia, ginecologia, urologia y cirugia

vascular(11.24-27),

Algunas células mieloide supresoras secretan una gran variedad de factores que
proveen un microambiente regenerativo para tejido dafiado limitando el area de
lesion y también para generar una respuesta regenerativa, ademas son
reconocidas por ser adherentes y migrar o expandirse (in vitro) como los
fibroblastos®2?9, Los datos sugieren que la presencia de las células mieloide
supresoras son parte del mecanismo por el cual el epiplén provee apoyo a la
reparacion celular de los tejidos dafiados®?. Un estudio sugiere que la localizacion
de células mieloides supresoras y las células mieloides derivadas de supresoras en
tejido sano a gran escala provee una explicacion del porque el epiplon tiene la
habilidad de apoyar la reparacion de tejido dafiado®?. Las células que se expanden
en el epipldn, principalmente de tipos mieloides derivadas de supresoras son
reguladas y dirigidas para reaccionar en respuestas inflamatorias e inmunoldgicas,
mientras que las células mieloide supresoras pueden funcionar como fuente de
actividad trofica, ademas se acumulan en y participan en la supresion de respuestas
inmunes hacia antigenos tumorales, igualmente pueden expandirse en gran medida
en sitios de inflamacion. Ya sea que cualquiera de estos grupos de células se
originen del epiplbn o de otros tejidos, esta actualmente bajo

investigacion(®:9.10:20.21.24)
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Aspectos morfofuncionales de las maculas lacteas

Las maculas lacteas@® también llamadas tejido linfoide asociado al omento OALT
por sus siglas en inglés®®31) se ha descrito en el epiplén de diversas especies,
(ratas, conejos, cerdos, perros, gatos, ardillas, bovinos, gallinas, borregos, cabras,

murciélagos y topos)®722-3%); intervienen en la actividad inmune desde la vida
fetal(®1:36.37),

Estas existen exclusivamente en el epiplon, consisten en actimulos de células
mononucleares mas o0 menos maduras, que comprenden macréfagos (70%),
células B (10%), células T (10%) y mastocitos (10%), asociados a arteriolas, vénulas
y capilares®63637)  Por |o que son consideradas los sitios de procedencia y
diferenciacion de los macréfagost?. Una de las funciones del epiplén es la
estimulacion de las colonias de macrofagos propiciando que sean el grupo mas

abundante en la macula820.36.37),

Estas maculas contienen una red capilar de vasos sanguineos (como los que se
llegan a observar en el glomérulo renal), que permiten el intercambio de fluidos entre
la cavidad peritoneal, el torrente sanguineo y el tejido adyacente al omento;
microscopicamente el tejido se caracteriza por presentar capas de células
mesoteliales y leucocitos, con presencia de poros en las capas de tejido conectivo,
permitiendo la comunicacion directa de la macula lactea con la cavidad peritoneal,

particularmente durante la peritonitis©8).

Los agregados linfoides de la macula lactea se distinguen de otros tejidos adiposos
viscerales, ya que desarrollan una estructura méas organizada, donde las células T
y B son agrupadas como si fueran un tejido linfoide secundario. La mayoria de los
leucocitos encontrados en el epiplon de roedores se concentran en estas
estructuras1.1217.29-31): |3 falta de deteccion significativa de células dendriticas
dentro del epiplén conduce a la percepcién de que el epiplébn mayor es una
estructura linfoide estimulada por la inflamacion, estos agregados celulares
proporcionan al epiplén una funcién similar a la de los érganos linfoides secundarios.

En individuos clinicamente sanos estas areas de agrupacion de células Ty B2 se



()

encuentran en estado inactivo, pero aumentan de tamafio y nimero como respuesta

a procesos inflamatorios de la cavidad abdominal®122),

Mediante un estudio inmunohistoquimico se encontrd que las areas especificas de
linfocitos B y T pueden distinguirse arregladas de la siguiente forma, los linfocitos B
se localizan cerca de las células reticulares de los agregados, mientras que los
linfocitos T se tiien mas oscuro y se encuentran entre los adipocitos

adyacentes(@1:29),

Los linfocitos son células que forman parte del sistema inmune adquirido, células
presentadoras de antigenos y células “NK” asesinas naturales, junto con los

macrofagos que a su vez provienen de los monocitos®-2).

Los datos de un estudio demuestran que el epiplon activo contiene por lo menos
dos grupos de células que facilitan la regeneracion del tejido: las células
inmunomoduladoras mieloides derivadas de células supresoras y las células madre
totipotenciales. Basado en estas investigaciones se propone que el epiplén se
encarga de la reparacion tisular y cicatrizacion como respuesta a una invasion

externa y lesién de tejidos®9.

El tejido linfoide asociado a mucosas del sistema respiratorio y entérico, se
encuentra cominmente en las tonsilas®?). Las areas organizadas de tejido linfoide
en el intestino delgado incluyendo las placas de Peyer estan descritas como
equivalente al timo de los animales jovenes, pero son diferentes de las maculas

lacteas del epiplén(10:39),
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Generalidades del tejido hematopoyético

La sangre esta compuesta por un componente celular llamado elemento figurado
de la sangre, y un componente fluido que es el plasma. El componente celular esta
conformado por los eritrocitos, leucocitos y plaquetas®), y se origina a partir de
células hematopoyéticas®?, ambos componentes circulan por los conductos
vasculares para transportar nutrimentos a las células y enviar los productos de

desecho hacia los 6rganos excretores®©840),

El mieloblasto es el precursor mas tempranamente reconocible de la serie de los
granulocitos. Es una célula ovoide o esférica con un nucleo eucroméatico también
esférico que contiene de 3 a 5 nucléolos. Su citoplasma es abundante y se tifie de
azul claro en contraste con el citoplasma intensamente basofilo de los
rubroblastos®87). El promielocito es algo mas grande que el mieloblasto, los
nucléolos no se observan con facilidad, el citoplasma es mas abundante y se tifie
de azul mas claro que el del mieloblasto, ademas contiene un nimero variable de
granulos azurofilos grandes y prominentes (peroxidasa positivos). La maduracion
de los promielocitos produce mielocitos, que poseen un nucleo esférico o
festoneado con la cromatina ligeramente condensada y carecen de nucléolo. El
citoplasma de los mielocitos se tifie de azul palido y contiene numerosos granulos
“especificos” (peroxidasa negativos), la formacion de granulos azuréfilos se detiene
al generar granulos especificos; de tal manera que el numero de granulos azurofilos
se reduce a la mitad en cada subsiguiente division celular, sin embargo, la
produccion de granulos especificos continla hasta el estado de metamielocito
durante el cual ya no es posible la division. El tipo de granulos especificos presentes
indica el tipo de granulocito que se va a desarrollar®-84%42) | os mielocitos se pueden
distinguir de los linfocitos en la médula ésea por su abundante citoplasmay carencia
de condensacién marcada de la cromatina nuclear®. El mielocito sufre una
transformacion nuclear para formar el metamielocito, que tiene ndcleo
heterocromatico festoneado de forma arriionada, los granulos especificos de
diversos granulocitos en esta fase tienen colores caracteristicos®®. Los

metamielocitos tienen usualmente una identacion mayor al 25% del grosor del
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nacleo mientras que los que tienen una identacibn menor, se consideran

mielocitos®9,

Las células en banda que resultan del estrechamiento posterior del material nuclear
forman nucleos con apariencia de “C”, “S” o “V” sin constricciones definidas, su
citoplasma es azul péalido con granulos igualmente palidos (neutros), como se
observa en los neutréfilos maduros, los granulocitos maduros tienen un nucleo
heterocromatico notablemente segmentado. El nucleo de los eosindfilos y basoéfilos
maduros, en general, es menos segmentado (dos o tres l6bulos) que el de los
neutroéfilos (que forman de tres a cinco lobulos). El estadio final de los granulocitos
maduros esta caracterizado por constricciones del nucleo que da su clasica

apariencia multilobulada(®:6:39),

Los agranulocitos son los linfocitos y los monocitos, ambos carecen de granulos
especificos, pero presentan granulos inespecificos que se tifien con el azocarmin,
por lo que se denominan carmindfilos y se denominan mononucleares ya que no
presentan lobulaciones en el niicleo®22), Los linfocitos son menos numerosos que
los neutréfilos. Los monocitos y los eosindfilos son vistos con menor frecuencia que
todos los anteriores y los baséfilos raramente se encuentran circulando en la

sangre®9),

La serie precursora de células monociticas comprende sélo un pequefio porcentaje
de las células normales de la médula 6sea. Los monocitos maduros son
encontrados en la sangre periférica®). Las células en etapas tempranas,
monoblastos y promonocitos son dificiles de diferenciar con claridad de los
precursores de los granulocitos, los primeros distinguibles por su forma nuclear
(que es mas irregular) y la ausencia de granulos en el citoplasma, que son visibles

en los promielocitos(©-39),
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Aspectos morfofuncionales de los neutréfilos

Los leucocitos se clasifican en dos grupos: los granulocitos y los agranulocitos; los
granulocitos son los neutrofilos, eosindfilos y basofilos; éstos presentan como su
nombre lo indica granulos especificos, que tienen diversas afinidades tintoriales
dependiendo del tipo de célula, asi, los eosindfilos son afines a colorantes acidos,
los basofilos afines a colorantes alcalinos y los neutréfilos con afinidad intermedia.
Los granulocitos tienen nucleo conformado por 2 o mas Iébulos unidos por puentes

de cromatina(®:6:40-44),

Los neutrdfilos son los leucocitos (gldbulos blancos) que se encuentran con mayor
frecuencia en la sangre periférica de perros sanos, estos proliferan y maduran
dentro de la médula 6sea®%39. Y constituyen una linea de defensa contra las
infecciones microbianas. La capacidad de los neutrofilos para engullir y destruir
sistematicamente a las bacterias depende de la presencia de numerosos receptores
de membrana y subsecuentemente sefales celulares junto a constituyentes
citoplasmaticos especificos dentro de sus granulos®24344  ésta caracteristica de
fagocitar es un paso importante junto a la inmunidad no especifica que actia
principalmente contra bacterias y hongos; es por esto que el déficit de estas
funciones en los neutrdfilos, conllevan a un incremento en la susceptibilidad por

enfermedades infecciosas ya sean congénitas o adquiridas(®343),

Los neutrdfilos maduros miden aproximadamente 10-12um de diametro, tienen un
nacleo de forma elongada, formando en los caninos de 2 a 5 distintivos I6bulos de
heterocromatina (que se tifile densamente) y se encuentran unidos por areas
reducidas, las cuales suelen ser simplemente estrechamiento del material nuclear,
con una pequefia hebra muy compacta de eucromatina condensada en el centro
que forma filamentos finos®7:324043) Todo el nicleo se tifie de color morado a
purpura con la tincién de rutina (hematoxilina y eosina), el nucléolo es raramente
observado y tiene pocos poros nucleares presentes(®41.42); otra caracteristica de
las células es que contienen pocos organelos desarrollados(®343) mediante
microscopia electronica se demuestra que la superficie celular contiene numerosos

pseuddpodos pequefios lo cual incrementa su area de contacto, caracteristica
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crucial para la funcion de fagocitosis que realiza®82339), Los neutréfilos inmaduros
son células que contienen un nucleo elongado que carece de lobulaciones

caracteristicas de las células maduras®9.

El citoplasma en las células adultas es tipicamente claro o ligeramente eosindfilo,
presenta numerosos granulos en el citoplasma indiscernibles, pero que pueden

llegar a tefiirse poco con la eosina o con la tincion de Romanowsky(39-42),

Las proteinas son producidas por el reticulo endoplasmico rugoso en respuesta a
la expresion de factores presentes en etapas especificas del desarrollo de los
neutréfilos. Como ya se menciond los granulos en su mayoria estan formados
secuencialmente durante la maduracion de los neutréfilos proporcionandoles una
mezcla de granulos y vesiculas®7:193943) Esta diversidad de granulos contribuyen
a formar una barrera de defensa contra bacterias, hongos, protozoarios y algunos
virus®3245)  E| citoplasma contiene lisosomas agrupados en granulos primarios
(azurdfilos o mieloperoxidasa positivos), que participan en la modulacion del
proceso inflamatorio, ademas de la generacién e inactivacion de factores
quimiotacticos y emigracion de neutréfilos, en la mayoria de las especies, los
granulos primarios son los mas grandes y densos, estos granulos pueden tener una
gran heterogenicidad en forma y tamanio®-73%40-43) | os granulos secundarios o
especificos, son mas pequefios y mas numerosos que los granulos primarios y
pueden ser redondos (u ovalados), elongados o con forma de pesa®239, contienen
substancias bactericidas®°39, Dentro de las que se conocen diversas proteinas
con actividad antimicrobiana particularmente la lactoferrina, que es la proteina mejor
definida en estos granulos, otras proteasas dentro de las vesiculas son la fosfatasa
alcalina y lisozima, que degradan la matriz extracelular ademas colagenasa y
gelatinasa en pequefias cantidades. Los granulos terciarios son ligeramente mas
pequefios (100 a 200nm) que los secundarios y estan distribuidos en todo el
citoplasma contienen cantidades moderadas de gelatinasa, dichas proteasas y otros
componentes son necesarios para el estallido respiratorio asi como receptores para
moléculas de adhesion endotelial, proteinas de la matriz extracelular y mediadores
de la inflamacion, los udltimos tipos de granulos (secundarios y terciarios) son

peroxidasa negativos(®-819.39.43),
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Otras estructuras similares son las vesiculas de secrecién y cuerpos multilaminares
y multivesiculares. Las vesiculas de secrecidn contienen proteinas plasmaticas y
son clasificadas como vesiculas endociticas; los cuerpos multilaminares vy
multivesiculares podrian ser precursores de lisosomas(®29. Los lisosomas maduros,
tipicamente densos que se encuentran en muchas otras células no han sido

identificados en los neutro6filos®9),

A pesar del contenido enzimético existe una marcada variacion en la actividad
enzimatica de los neutrofilos en diferentes especies. Las lisozimas de los
neutroéfilos, son deficientes en: monos, bovinos, cabras, borregos, gatos y hamsters;
solo una pequefa actividad fue detectada en: caballos, perros, ratas y conejillos de
indias; la alcalina fosfatasa (de los neutrofilos) es poca en perros pero las
catelicidinas estan presentes en los neutréfilos de perros®39. Diversas especies
(bovinos, borregos, cabras, perros, gatos, conejos, ratas, conejillos de indias y
caballos) parecen tener un tipo de granulos que podrian estar relacionado

funcionalmente con algunos granulos existente en humanos®9.

Los granulos secundarios junto a los granulos primarios participan principalmente
en la destruccion microbiana pero a pesar de que un numero de proteinas puede
ser similar y estar presente en los diferentes tipos de granulos, hay ciertas proteinas
gue les confieren caracteristicas importantes. Por definicion los granulos primarios
contienen mieloperoxidasa, que es una potente hemoproteina microbicida
involucrada en la destruccion de los microorganismos oxigeno dependientes, otra
proteina encontrada en los granulos primarios incluyen las alfa-defensinas®:39:4%)
(las defensinas son poderosos péptidos antimicrobianos capaces de formar poros
(incrementando la permeabilidad y confiriendole su actividad bactericida), otros

elementos son las serina proteasas como la elastasa, catepsina G, y proteinasa
3(5,6,23,39,45)

Las proteinas deben ser empacadas y separadas apropiadamente en diferentes
granulos sirve para dos propésitos principales, el primero es separar las proteinas
que no pueden coexistir juntas sin el riesgo de activar sus enzimas, causar la

degradacion de proteinas o generar dafio celular. La segunda permite una
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exocitosis diferenciada de las proteinas, basandose en los grados de variacion de
la estimulacion de los neutréfilos. Esto completa la necesidad de tener proteinas
disponibles para usarse en diferentes momentos y en diferentes contextos para

realizar las multiples funciones de la célula(®:°:39),

Cuando los granulos son liberados, sus contenidos pueden ser liberados dentro de
fagosomas (como los granulos primarios) o pueden ser liberados al ambiente
extracelular (granulos secundarios y terciarios). Durante la exocitosis los granulos
o las vesiculas membranales se incorporan al fagosoma o a la membrana del
neutrdfilo respectivamente. Este concepto de fusién de membranas es crucial, ya
qgue las membranas de los granulos y las vesiculas contienen diversos receptores,
necesarios para la extravasacion de los neutréfilos, quimiotaxis, migracion e
inmunomodulacion®83943)  Proteinas bactericidas capaces con la funcién de
incrementar la permeabilidad se une a los lipopolisacaridos de las bacterias Gram
negativas, induciendo la inhibicién del crecimiento y el dafio de membrana, también
ayuda a mediar la fagocitosis de las bacterias. Las serina proteasas pueden
degradar la matriz extracelular y propiciar la muerte de las bacterias ademas de

regular la respuesta inmune®,

Las vesiculas membranales de secrecion son las primeras en ser liberadas después
de la estimulacion de los neutrdfilos las cuales son pronta y eficazmente movilizadas
al inicio de la interaccién neutrofilo-endotelial, las vesiculas contienen proteinas de
adhesion, receptores quimio-atrayentes, y receptores del complemento que se
incorporan a la membrana celular de los neutrofilos después de la exocitosis. Los
receptores le permitirdn al neutréfilo establecer una adhesion firme con el endotelio,
y ayudar en subsecuentes diapédesis y quimiotaxis; los granulos terciarios son los
siguientes en estar preparados para ser liberados, con enzimas como la gelatinasa
para degradar la matriz celular y receptores de membrana que ayudaran a la
extravasacion y migracion de los neutrofilos. Finalmente son liberados los granulos
secundarios que contienen granulos que se activan con la exocitosis, ya que los

granulos primarios requieren de un estimulo mayor para poder ser liberados®9.
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Los neutrdfilos son las primeras y mas importantes células en llegar al sitio
quirdrgico y estan presentes en concentraciones mas altas en la herida que en la
sangre en un lapso de unas 10 horas posteriores a la cirugia. Estas células son
atraidas por los estimulos quimiotacticos provenientes de la incision a través de la
interaccion que involucra moléculas de activacion. Los neutréfilos se adhieren al
endotelio vascular y migran a través de éste para luego fagocitar los
microorganismos®??). En vivo la inmunidad inespecifica no se encuentra relacionada
exclusivamente con la funcién de los neutrdéfilos, también interviene en el proceso
la comunicacién intercelular, ésta es indispensable y se cumple a través de los
mediadores solubles denominados citocinas (interleucinas, quimiocinas,
interferones, etc). Las citocinas son proteinas que transmiten sefiales de una célula
emisora hacia una célula receptora, son sintetizadas por diversas células del
organismo y hoy en dia se sabe que regulan la respuesta inmunoldgica sistémica y
local®®>-82345)  Todas ellas actian conjuntamente mediante diversas condiciones
incluyendo la vaso permeabilidad, estimulacion, opsonizacion, factores del
complemento y la interaccion entre los neutrofilos con la matriz extracelular u otras

células inflamatorias y endoteliales®9:23:39:45),

Una vez que los neutréfilos han efectuado su funcion de destruir a los
microorganismos, ellos mueren también, lo que da como resultado la formacion de
pus, que es una acumulacién de leucocitos muertos, bacterias, fibrina y liquido
tisular(®4546) | os neutréfilos son remplazados por los macréfagos como tipo de
célula dominante en las heridas no contaminadas. Los macrofagos favorecen la
actividad enzimatica lisosémica, secrecion de proteasas produccion de interferones
y reclutamiento de células mesenquimatosas hacia la herida quirirgica para su
posterior diferenciacion en fibroblastos y asi, dar comienzo al proceso de reparacion

tisular(23.4546)

La glicoproteina alfal-acida modula la expresion de las citoquininas
antiinflamatorias de los macréfagos y disminuye la quimotaxis entre otras funciones
antiinflamatorias. Esto puede propiciar un mecanismo de retroalimentacion donde
los neutréfilos pueden modular su respuesta local, limitando el dafio tisular en el

individuo(®23:394%)  En la inflamacion local aguda se aprecian las actividades de
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fibrindlisis y activaciéon de linfocitos, dénde la funcion principal de los neutréfilos es
la fagocitosis de particulas diversas, asi como bacterias y otros microorganismos
(5.6.82339.46)  Ademas ésta se facilita mediante el complemento y proteinas del
plasma que funcionan como opsoninas. Todo esto modula la inflamacion durante

las lesiones tisulares(®:6:23:45-49)

Las células granulociticas de la médula ésea se dividen en tres compartimientos sin
gue exista una clara separacién anatomica entre ellos. Estos compartimientos son
el compartimiento proliferativo (mit6tico) formado por mieloblastos, promielocitos y
mielocitos; el compartimento madurativo (postmitotico) formado por metamielocitos
y neutroéfilos en banda, por ultimo el compartimento de reserva (almacenamiento),
formado principalmente por neutréfilos maduros. El tiempo de generacion de los
granulocitos en la médula 6sea es de unos 5 a 7 dias en la mayoria de las especies.
El tamafio del compartimento de reserva de neutrdfilos de la médula tan grande que
puede ser varias veces el del numero de neutrofilos circulantes. Este
compartimiento de reserva suministra neutrofilos a la sangre y a los tejidos cuando
existe una demanda urgente®®4%, Una vez liberados de la médula 6sea los
neutréfilos, pueden salir o entrar a la circulacion sanguinea, al cruzar la pared
capilar® (su vida media dentro del torrente sanguineo de aproximadamente 6 a 14
horas®9) posteriormente se marginan a lo largo de la pared de los vasos sanguineos
y emigran a los tejidos en donde actdan durante un periodo de tiempo desconocido.
El nUmero total de neutrdfilos de la sangre es reemplazado por lo menos dos veces

al dia cada 10 a 12 horas en la mayoria de las especies®®),

Aparentemente los neutréfilos maduros abandonan la médula 6sea al azar (los
mecanismos que controlan su liberacion, no se conocen por completo), estando en
la sangre las células se dividen en dos grupos: circulantes y marginales, el primer
grupo es el que viaja en los vasos sanguineos, el grupo marginal presenta
neutréfilos que se asocian a las paredes capilares, principalmente pulmonares y en
menor grado en el higado y en el bazo. En la mayoria de las especies animales los
dos grupos de neutrofilos se encuentran en equilibrio dinamico y juntos conforman
el conjunto de neutrodfilos totales, en el caso de los gatos el tamafio del grupo

marginal es casi dos veces el del grupo circulante. Las dos fuentes principales de
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neutréfilos maduros que el organismo utiliza para cubrir las demandas cuando se
presentan las primeras sefiales de aviso son: el compartimento de reserva de la
médula y el grupo marginal, contrariamente a los eritrocitos que normalmente

permanecen en la sangre a lo largo de toda su vida®.

En el perro el nimero de neutréfilos en el torrente sanguineo depende de diversos
factores que incluyen: la tasa de liberacion de la médula 6sea, el intercambio de los
grupos de neutrofilos de la circulacién y los marginales, ademas la velocidad de
emigracion de los neutréfilos de la sangre hacia los tejidos(®?).

La produccion y cinética de eosindfilos, basofilos y monocitos son similares a las de
los neutrdfilos. Los basofilos son raros en la sangre periférica y en la médula 6sea;
son mas comunes en la sangre de los rumiantes y caballos que en la de perros y

gatos &9,

Los monocitos contrariamente a los granulocitos, mantienen su nucléolo cuando
maduran, lo cual sugiere que los monocitos maduros son capaces de sintetizar
nuevos granulos. A continuacion pasan a la sangre como células relativamente
inmaduras y alcanzan su capacidad funcional total s6lo cuando penetran a los

tejidos y se diferencian a macréfagos®©46),

Aspectos morfofuncionales de los linfocitos

Los linfocitos se desarrollan a partir de la médula ésea procedentes de células
madre pluripotenciales hematopoyéticas, que posteriormente se diferenciaran en
lineas mieloide o linfoide. La linea linfoide comun genera tres tipos de linfocitos,

linfocitos B, linfocitos T y natural killer (5:6:39:46),

Los linfocitos son los agranulocitos que se encuentran con mayor frecuencia en la
circulacion, en la sangre periférica varian en tamafio siendo los de tamafio pequefio
los méas abundantes con un didmetro de 5 a 10um(:64546) en |os cuales su nucleo
se tifie densamente y su forma puede ser redonda, ovalada o tenuemente identada

y el citoplasma es soélo un halo que rodea a dicho nticleo®-819.39.43.45.46) | gs linfocitos
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de tamafio mediano miden de 10 a 18um®), aparecen en los frotis sanguineos de
perros sanos, presentan un citoplasma basofilo que puede rodear completamente
el nacleo y que ocasionalmente estos linfocitos contendran pequefios granulos
azurofilos no especificos que llegan a tefiirse de color rosa o lila, en la sangre
periférica pueden alcanzar el tamafio de un neutréfilo®6394043) | os organelos
citoplasmaticos predominantes son ribosomas, polirribosomas y el reticulo
endoplasmico rugoso, mientras que el aparato de Golgi y las mitocondrias no estan
bien desarrollados, los linfocitos grandes son caracteristicos del tejido linfoide donde

suelen encontrarse®:9),

El desarrollo de linfocitos B es un proceso que dura toda la vida, empieza en el
higado fetal y pasa hacia la médula 6sea después del nacimiento. Después de
abandonar la médula OGsea, las células B colonizan tejidos periféricos,

convirtiéndose en érganos linfoides(®2%:39),

Los linfocitos migran de la médula 6sea con la finalidad de adquirir su especificidad
funcional van hacia los 6rganos linfoides primarios: bolsa cloacal (o de Fabricio) en
aves y al timo en el caso de mamiferos, en los primeros los linfocitos “B” también
conocidos como bursodependientes, mientras que en la mayoria de los animales
domeésticos se originan y diferencian en la médula 6sea, y los segundos son los
linfocitos “T” 6 Timo-dependientes actian como células mediadoras de la respuesta

celular®74546)

Los linfocitos circulan aparentemente de manera aleatoria en el torrente sanguineo;
pero una vez que estas células se involucran en el reconocimiento de antigenos en
la corteza de los linfonodos, su migracion se altera los linfocitos “T” migran a la zona
paracortical de los linfonodos, mientras que los linfocitos B activados migran a los
tejidos linfoides asociados a la mucosa®?, aun asi la mayoria de los linfocitos

circundantes son “T” (5.6.9.23,4546)

Este sistema 6rgano-especifico de receptores guiados de los linfocitos funciona en

neoplasias asi como en condiciones de inflamacion®?),
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Los linfocitos forman una linea de defensa inmune contra los microorganismos
invasores en el tejido lesionado, o cualquier causante de incitar la respuesta

inflamatoria(6-8.9:23.39.49),

Desde el punto de vista funcional existen dos poblaciones de linfocitos: los linfocitos
T y B, que no presentan diferencias morfologicas, pero que pueden distinguirse con
técnicas inmunoldgicas®62339.4546) | os linfocitos responsables de la respuesta
inmune humoral son los linfocitos “B” y los responsables de la respuesta inmune
celular son linfocitos “T”. Cuando un linfocito es activado, responde dividiéndose y
diferenciandose en células efectoras. Los antigenos de superficie de la membrana
de los linfocitos CD4+ y CD8+ intervienen en el reconocimiento de los antigenos del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC). Las células “T” cooperadoras
tienen en su superficie el antigeno CD4+ que reconoce a moléculas MHC de la clase
Il'y los linfocitos T citotdxicos tienen el antigeno CD8+ que reconoce a las moléculas

MHC de la clase | (5-8.21.23,4546)

Los linfocitos B como células efectoras sintetizan”) anticuerpos (inmunoglobulinas)
y constituyen la base de la inmunidad que se origina en la sangre o inmunidad por
anticuerpos humorales en su superficie celular tiene receptores especificos para

antigenos(®.21,23:45.46),

Los linfocitos T funcionalmente constituyen una poblacion variada de células que se
encargan de la inmunidad mediada por células, en respuesta a estimulos
antigénicos pueden volverse células T citotoxicas, cooperadoras, supresoras 0
células de memoria; de igual modo es posible que produzcan factores de
transferencia y linfocinas®74546); |as linfocinas son proteinas de bajo peso molecular
activas desde el punto de vista bioldgico, sin especificad hacia los antigenos. Son
sintetizadas y secretadas principalmente por células T activadas, aunque también
las células B pueden producirlas en respuesta a estimulos inespecificos, se han
identificado mas de 90 diferentes actividades mediadas por linfocinas®4°4%), Ya que
se ha visto que pueden influir sobre poblaciones celulares (macréfagos, linfocitos,
granulocitos), alterando su comportamiento, algunos efectos causan: la inhibicion

en la capacidad de migracién de los macrofagos, agregacidon de macrofagos,
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estimulo para la mitosis de los linfocitos, disminuye la replicacion viral®®). También
se sabe que la activacién de integrinas juega un rol importante en la entrada de

linfocitos B a los érganos linfoides secundarios®-12:23),

Cuando las células T y B se introducen a la cavidad peritoneal ambas se acumulan
rapida y abundantemente en las bandas de tejido adiposo omental®?; se ha
demostrado previamente que las células T y B se segregan en el tejido adiposo del
epiplén bajo condiciones de inflamacién forman grupos de diferentes tamafios que
se acumulan, y debido a la accién de las integrinas los linfocitos se congregan en el
epiplon el cual a su vez es un sitio de activacion rapida de células T precediendo a
su aparicion en la cavidad peritoneal22349, llegando a acumularse en tejidos con

inflamacion cronica®?.

Los linfocitos reactivos pueden verse en los frotis sanguineos de los perros, y
responden a una estimulacion antigénica, estos linfocitos pueden ser mas grandes

y presentar una intensa basofilia en el citoplasma(®-39),

El lapso de vida de los linfocitos varia de unas horas a muchos afios. Se piensa que
los linfocitos longevos son las células de memoria que sirve de reserva para un

antigeno en particular®47,

Aspectos quirurgicos del epiplon

Las propiedades regenerativas del epiplén han sido utilizadas por los cirujanos, por
més de 100 afios, y ha ganado importancia clinica al demostrar una alta capacidad
de regeneracion®1? lo que ha causado su continuo uso en casi todos los campos
quirdrgicos, como en: neurocirugia, ginecologia, urologia y cirugia vascular®24), En
algunos casos mediante la transposicion de epiplon en o6rganos dafiados®?),
autoinjertos traqueales, extremidades isquémicas, angiogénesis miocardial,
reconstruccion de la pared toracica e incluso la trasposicion de un injerto libre de
epiplén ha sido utilizado en dafio de la médula espinal42859), otros casos como la
revascularizacion de Ulceras arteriales, reconstruccion de algunas deformaciones

de la cabeza y cuello o en osteoradionecrosis mandibular y reconstruccion del oido
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Asimismo, es comunmente utilizado en casos de proteccién durante cirugias de
anastomosis gastrointestinal o de colon, salvaguardando las heridas quirdrgicas,
para el manejo de perforacion de Ulceras gastricas y como tejido de reconstruccion
en resecciones abdomino-perineales; sus propiedades hemostaticas se han
utiizado en cirugias hepato-pancreaticas para minimizar hemorragias
postoperatorias, también después de una hepatectomia parcial 0 una pancreatico-

duodenectomia(®1125-27.51-54),

La transposicion del epiplon promueve la proliferacion de: islotes pancreéticos,
hepatocitos, riidbn embrionario y neuronas. Las células omentales pueden ser
activadas y se convierten en una rica fuente de factores de crecimiento y expresan
marcadores para células madre pluripotenciales, que pueden explicar algunas de

las propiedades regenerativas y de neovascularizacion(9.2345),

Nuestro entendimiento de las diversas funciones del epiplon como la linfopoyesis y
la regulacion del metabolismo esta evolucionando; desde una perspectiva quirargica
juega un rol importante en la cicatrizacion de tejidos, y estas propiedades pueden
ser aprovechadas para ingenieria tisular y transplantes®19,

Usandolos en forma apropiada en piel, los colgajos de epiplén pueden evitar
problemas asociados con la contraccion y la epitelizacion, incluyendo el tiempo
prolongado de cicatrizacion y el correspondiente cuidado de la herida, la no
cicatrizacion, la fibrosis excesiva, una superficie epitelizada fragil mas susceptible a
nuevas lesiones, la contractura de la herida, el compromiso del retorno venoso distal

al sitio dafiado, hasta que se produzca la cicatrizacion®?23),

Siempre que se mantengan los altos estandares de la técnica aséptica, aunado al
uso profilactico de antimicrobianos las infecciones postquirdrgicas son poco
frecuentes para la mayoria de los procedimientos. Cuando éstas se presentan,
pueden afectar seriamente el resultado final de la cirugia ya que son la causa mas
comun de morbilidad®®. El uso incorrecto e indiscriminado de los antimicrobianos

profilacticos aumenta los costos y causa el desarrollo de resistencia bacteriana(®59).

Las infecciones de las heridas incisionales aparecen dentro de los 30 dias de

ocurrida la cirugia o incluso un afio si se coloc6 un implante. El desarrollo de una
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infeccidbn depende de muchos factores, que incluyen: el nUmero y patogenicidad de
las bacterias en la herida, la presencia de defensas en el huésped, el ambiente local
de la herida y la técnica quirGrgica®®%. El riesgo de infeccion de una herida
quirtrgica es 2 veces mas elevado en procedimientos de 90 minutos, en
comparacion a cirugias de 60 minutos, y la tasa de infeccidén se duplica por cada
hora de cirugia®. Después de una hora, por cada minuto de tiempo anestésico hay
un aumento del riesgo de infeccion. Se han reportado algunos casos de un
anestésico que genera un riesgo 3.8 veces superior en el desarrollo de infecciones
postquirdrgicas también animales mas viejos (>8 afios) y aquellos con condicidn

corporal inferior a la normal tienden a exhibir tasas de infecciéon mas altas®.

Las enfermedades individuales como desnutricion, inmunodeficiencia,
enfermedades vasculares periféricas, obesidad, endocrinopatias (en particular,
diabetes mellitus) no han sido sefialados como factores de riesgo, tal como ocurriera
en las personas®. Los microorganismos poseen diferente virulencia y
patogenicidad, algunas bacterias tienen capsulas muy gruesas que las hacen mas
resistentes a la fagocitosis, o producen exotoxinas que son citotdxicas y promueven
la estadia de los microorganismos dentro de los tejidos. Ademas la pared celular de
las bacterias Gram negativas contienen un complejo de polisacéaridos que protegen
a los microorganismo de la respuesta inmune del huésped y actia como una

barrera, impidiendo la penetracion antimicrobiana hacia la célula@4%,

La mayoria de los animales con sistema inmune normal pueden sobrellevar

infecciones postquirtirgicas®.

La incision estimula la respuesta inflamatoria normal en el huésped, comenzando
con un rapido aumento de la permeabilidad capilar en el sitio quirargico. El cierre de
las heridas crea un compartimiento que se llena con un exudado serohemorragico
qgue deriva del plasma sanguineo como parte de una inflamacion aguda causada

por la cirugia®23),

Los factores locales de las heridas quirtrgicas influyen sobre el desarrollo de la
infeccion, por ejemplo, los coagulos sanguineos, tejido isquémico, sacos con

liguidos y cuerpos extrafios prolongan la fase inflamatoria del proceso de
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cicatrizacion de las heridas. Estos factores también inhiben los mecanismos
normales de defensa del cuerpo y reducen el nimero de bacterias requeridas para
establecer una infeccion, como los seromas y la presencia de liquido dentro de las
cavidades corporales aumentan la posibilidad de infeccién debido a la inhibicion de

la fagocitosis®.

El uso de parches de epiplén en el tratamiento de perforacion de Ulceras duodenales
aumenta la cicatrizacion de la Glcera e inhibe la reaparicion de la misma®%; en otros
casos exitosos los injertos proporcionaran los elementos necesarios para la
reparacion del tejido que necesite revascularizacion®b, Esta propiedad notable de
neovascularizacion del epiplon fomenta la angiogénesis en las estructuras

adyacentes a las que se utiliza®5D).

Los implantes médicos han sido utilizados para ayudar en la reparacion o en la
cicatrizacion de organismos vivos; los implantes fueron utilizados sobre la superficie

o alrededor de orificios naturales del cuerpo®?),

Las alteraciones de la serosa cicatrizan con rapidez sin la formacién de adherencias
o evidencia de proliferacion celular en los bordes de la herida. Los dafios
peritoneales se llenan con rapidez por un exudado inflamatorio que es remplazado
posteriormente por un nuevo mesotelio en el transcurso de una semana. La fuente
principal del nuevo tejido peritoneal son los macréfagos de flotacion libre que
ingresan a la herida y se diferencian en células peritoneales. Si se deja el peritoneo
sin suturar, no disminuye la resistencia a la traccion ni la resistencia a la ruptura de

las heridas abdominales efectuadas en animales de experimentacion(@923),

Estudios en modelos animales han demostrado que envolver el epiplon alrededor
de la zona de anastomosis tiende a promover la cicatrizacién. Aunque en estudios
clinicos envolver el epiplon ha probado ser mas benéfico en cirugias del tracto

gastrointestinal anterior®?,

Los colgajos con pediculos son capaces de mejorar la circulaciébn en areas
isquémicas, también pueden ser utilizados para cubrir areas con mala
vascularizacion, zonas dificiles de inmovilizar, orificios que se encuentran sobre

cavidades y areas donde el almohadillado y la durabilidad son esenciales. Tienen
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igual valor para la cobertura y protecciéon de nervios, vasos, tendones y otras
estructuras susceptibles a la exposicion y trauma. Se han utilizado con éxito como
sustitutos de mucosa para defectos en los labios y el paladar después de la escisidon

amplia de tumores®,

La operacion realizada con mayor frecuencia en caninos OSH
(oforosalpingohisterectomia) y muchas cirugias realizadas en otros aparatos
corporales (gastrointestinal, urinario, endocrino) requieren el acceso quirlrgico al
abdomen, con propdsitos diagnosticos, terapéuticos o prondésticos. Dicho acceso se
realiza en la mayoria de los casos a través de la linea mediana ventral. El
conocimiento de la anatomia de la pared abdominal es de gran valor para garantizar

el acceso correcto y evitar problemas al cerrar la herida quirdrgica®.

Los perros y los conejos fueron los primeros animales de experimentacion utilizados

para el estudio de los cambios vasculares en los colgajos tubulares®.

En animales con osteotomia donde se aplica un injerto de epiplon se observan
caracteristicas cualitativas de regeneracion de la fractura incluyendo reaccion del
periostio, el callo de hueso y la calidad de dicho callo, la formacion de hueso nuevo
fue evaluada y en el analisis histologico de la cicatrizacion de la fractura fueron
valorados y calculados: el grado de cicatrizacion, demostrandose que hubo una

unién completa del hueso en los perros que tuvieron el injerto de epiplon®b.

Las células omentales se injertan en los tejidos lesionados lo que sugiere que

podrian funcionar como células madre®?,

Las ventajas del epiplon es que es una fuente accesible y versatil de factores de
crecimiento, factores angiogénicos y leucocitos®2®); incluso puede ser estirado
considerablemente al hacer una diseccion cuidadosa para generar una estructura
movible. También puede ser usado como injerto en sitios distantes como las
paredes del torax, el perineo o los muslos®:°11.23) el epiplén en injertos pediculados
ha sido utilizado exitosamente en el manejo de heridas extraperitoneales

complejas(11:50),
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HIPOTESIS

Debido a que las células del epiplon participan en mecanismos de proteccion y
regeneracion tisular posteriores a diversas lesiones quirdrgicas o procedimientos en
el tracto digestivo y ademas se sabe que el niumero de mastocitos se incrementa en
casos de reseccidén con anastomosis termino-terminal, por lo tanto es posible que
también se aumenten el niumero de linfocitos y neutréfilos en el epiplon de perros
sometidos a dicho proceso quirdrgico en relacién con animales clinicamente sanos.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar el numero de linfocitos y neutréfilos presentes en el epiplén de perros

con anastomosis termino-terminal con respecto a animales clinicamente sanos
Objetivos especificos:

Cuantificar el numero de linfocitos en el epiplon de perros con obstruccién intestinal
por cuerpo extrafio, intervenidos quirdrgicamente mediante reseccion intestinal y

anastomosis termino-terminal, con respecto a animales clinicamente sanos.

Cuantificar el numero de neutréfilos en el epiplon de perros con obstruccion
intestinal por cuerpo extrafio, intervenidos quirdrgicamente mediante reseccion
intestinal y anastomosis termino-terminal, con respecto a animales clinicamente

Ssanos.

Determinar las diferencias en las cuantificaciones de los 2 tipos celulares de los
animales intervenidos quirargicamente mediante reseccion intestinal y anastomosis

termino-terminal por cuerpo extrafio, con respecto a 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 sexo.

Los animales se dividieron en 2 grupos (n=10), el primero de ellos fueron pacientes
de una clinica privada que presentaron obstruccién intestinal por cuerpo extrafo; el
segundo grupo de animales se conformé por perros clinicamente sanos destinados

a sacrificio en el antirrabico “Luis Pasteur”, dependiente de la Secretaria de Salud.
B) Procedimiento quirurgico:

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

realiz6 la reseccidn intestinal y la anastomosis termino-terminal.

Los animales intervenidos se mantuvieron en jaulas de hospitalizacion con dieta
liquida por tres dias con un suplemento alimenticio (Ensure®) y 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 o grupo testigo, después de realizarse la
eutanasia en el antirrdbico, se recolectaron las muestras de epiplon en el area

destinada para toma de muestras siguiendo los patrones de asepsia.
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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 tomaran 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 8um de grosor mediante un microtomo Spencer
820. Los cortes fueron tefidos por las técnicas de PAS y Giemsa, que permitieron
analizar la morfologia general de los tejidos y Giemsa, principalmente para la

identificacion especifica de los linfocitos.

Se cuantificaron los linfocitos y neutréfilos de los dos grupos por unidad de area
(Lmm?) utilizando para ello una reticula ocular micrométrica (Carl Zeiss) y con el
objetivo de 40x con un aumento total de 400x. Cada reticula tiene 200um por lado
y tiene un area total de 25 campos cada uno de 40,000um y se obtuvo un area total
de 1mm? que corresponde a 1 millén de um?. La unidad de area de medicion fue de

1600um? y cada reticula completa contiene 25 unidades de este tipo.

Con base en su morfologia histolégica se determindé y comparé el nimero de
linfocitos y neutréfilos por mm?, tanto de los animales con anastomosis como los del

grupo testigo.
Los valores fueron sometidos al analisis estadistico mediante la prueba de ANOVA.

Para conocer las diferencias entre las medias de los linfocitos y neutrdfilos, se
realizé la prueba de Tukey y T de Student.
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RESULTADOS

En los cortes histoldgicos del epiplon de los perros del grupo experimental (RIA), se
observaron abundantes neutrofilos, macréfagos y fibroblastos, ademas gran
cantidad de fibras colagenas con respecto al grupo de los animales clinicamente

sanos.

Con respecto a los linfocitos encontrados fueron de tamafio pequefo y se observé
que en los animales con RIA el numero de linfocitos era ligeramente menor o
permanecia constante cuando se compara con los animales clinicamente sanos
(Figura 1). Mientras que el nimero de neutrdéfilos se incrementa aproximadamente

al doble en los animales con RIA en relacion con los clinicamente sanos (Figura2).

De forma particular, se observé una moderada presencia de baséfilos en los
animales con RIA, estos granulocitos no son frecuentes en los cortes histolégicos
propios del tejido conjuntivo ordinario pero tampoco se observaron de forma
relevante en los animales del grupo testigo. Es importante sefialar que no se

observaron basofilos degranulados lo cual facilitd su identificacion histoldgica.

Los adipocitos que se observaron tanto en el grupo control como en el experimental
correspondieron a adipocitos uniloculares caracteristicos de la grasa blanca, siendo

mas abundantes en el grupo de animales clinicamente sanos.
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En general se observé mayor cantidad de vasos sanguineos en los distintos campos

microscopicos observados en los animales experimentales y en menor cantidad en

el grupo testigo.

En los cortes histolégicos con la tincion de rutina y especiales (Giemsa y PAS) no

se observaron cambios patolégicos.

Los resultados de la cuantificacidn celular de los linfocitos y neutrofilos se resumen

en las figuras (1) y (2), respectivamente.

En el conteo de linfocitos cuantificados por unidad de area (1600um?), no mostré

una diferencia significativa.

El promedio de los neutrofilos presentes en perros clinicamente sanos fue 3.840 +
0.224, mientras que en los animales con RIA fue de 8.00 = 0.676, siendo este

incremento significativo (P<0.0001) por la prueba de “t” de Student y Tukey.
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DISCUSION

En el presente trabajo se presentan las diferencias cualitativas de los neutrofilos
presentes en el epiplon de perros en 2 condiciones: animales clinicamente sanos

(grupo testigo) y animales sometidos a reseccion intestinal con anastomosis (RIA).

En los animales clinicamente sanos se observé abundante tejido adiposo y escasa

presencia de vasos sanguineos (Figura 3).

Las observaciones sugieren que el epiplén de estos animales realiza funciones de
almacenamiento de nutrimentos y que no requiere de abundante vascularizacion
debido a que la densidad celular y la heterogeneidad es menor en relacién con los
animales a los que se les practicé RIA. A diferencia de lo anterior los animales con
RIA presentaron abundantes vasos sanguineos mayor heterogeneidad en las
poblaciones celulares entre los cuales destacan: mastocitos, neutrofilos, linfocitos,
fibroblastos, macréfagos, baséfilos (Figura 4) y adipocitos que también se observan

en cantidad similar en relacion con los perros clinicamente sanos (Figura 3y 4).

Uno de los hallazgos mas importantes del presente trabajo es el incremento en el
namero de neutrofilos de los animales con RIA en relacién con el grupo testigo
(Figura 2), (Figura 5) y (Figura 6). Una de las posibles causas de éste incremento

es la presencia de un gran numero de mastocitos degranulados en los animales con
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RIA, ya que en los trabajos previos®® se determind que existia 10 veces mayor
cantidad en los animales con RIA que en los animales sanos, asi mismo en los
animales con RIA se observo que del total de mastocitos cuantificados el 64%

correspondia a células degranuladas y el resto sin degranular.

Las células cebadas producen mediadores quimicos preformados y de novo; dentro
de los mediadores quimicos preformados (mediadores primarios), se encuentran el
factor quimiotactico de neutréfilos (NCF)®82345) |g cual puede explicar el incremento
observado (Figura 2).

Por otro lado, se ha informado Faria®® un incremento en el nimero de neutréfilos
en perros sometidos a anastomosis termino-terminal en los que se utilizd, como en
nuestro caso, el &cido poliglicélico, como material de sutura; en estos animales se
sugiere que el incremento se debid a una reaccion inflamatoria exudativa provocada
por dicho material, las cuantificaciones que se describen en este trabajo Faria®®),
se realizaron hasta las 2 semanas; esta pudiera ser la causa del incremento en el
namero de neutréfilos que se encontrd en el presente estudio pueda deberse a una
reaccion inflamatoria exudativa inducida por el mismo material de sutura (acido
poliglicoico) ya que las reacciones inflamatorias agudas no cesan hasta que

desaparece el estimulo que origind la reaccion®7-60),

La presencia de un mayor numero de neutréfilos en los animales con RIA, tienen
diversas consecuencias tisulares como son: participar en el proceso de
remodelacion tisular, produccion de diversas enzimas que hidrolizan células del
conjuntivo, produccion de diversos mediadores quimicos que permiten reclutar

células del conjuntivo y activar células locales(®:11:4551,60),

En cuanto al proceso de remodelacion tisular los neutroéfilos tienen la capacidad de
fagocitar antigenos por lo que también se les llama microfagos, para diferenciarlas
de células fagocitarias mas grandes que son los macréfagos®. También los
neutréfilos producen enzimas como elastasa y colagenasa que lisan y remueven
proteinas estructurales dafiadas, ademas la elastasa puede destruir factores de
crecimiento. Por otro lado los neutréfilos producen el factor de necrosis tumoral a

(TNF-a) e interleucina 1 (IL1) que recluta fibroblastos y activa células epiteliales,
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como pueden ser las células endoteliales y las células del endotelio

vascular(®6:8:23.45.59),

En estudios previos® se ha informado que los neutréfilos son las primeras células
en responder al factor de crecimiento derivado de plaguetas; ademas las plaguetas
también producen el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), lo cual
explica tanto el incremento de neutrofilos como el incremento en la vascularizaciéon
gue observamos en nuestro estudio, de tal manera que estas dos caracteristicas

histoldgicas pueden ser un reflejo de la actividad plaquetaria previa®34559),

La presencia de un mayor numero de vasos sanguineos implica un posible proceso
previo de angiogénesis, este proceso puede ser iniciado por la activacion de
diversos tipos celulares como son fibroblastos, macrofagos, células endoteliales y
plaquetas, ya que todos ellos producen VEGF que incremente la actividad mitotica

de las células endoteliales@3).

En la cuantificacion de linfocitos no se observaron diferencias entre el grupo testigo
y los animales con RIA. Debido a que la identificacién de los linfocitos se realizo
exclusivamente por sus caracteristicas morfoldgicas y tinciones especiales para
células sanguineas (Giemsa)®2404l) en nuestro estudio no se determind que
isotipos de linfocitos fueron los mas abundantes por lo que no es posible saber si a
pesar de que el niumero de linfocitos en los animales testigo y con RIA es igual, si
existe una diferencia en la proporcion o cantidad en los distintos isotipos.

Con base en los resultados obtenidos se puede suponer que el sistema inmune
adaptativo no tuvo una participacion aparentemente importante en el proceso de

regeneracion o en la reparacion a los 20 dias posterio res a la cirugia.

Se ha informado que el epiplén es una fuente importante de anticuerpos(®.819.2345.59)
esto se relaciona con el hecho de que en estas observaciones histolégicas se
identificaron células plasmaticas en ambos grupos de animales (grupo testigo y
experimental), sin embargo no se determiné si la caracterizacion de los anticuerpos
producidos por las células plasmaticas y si estos tienen la misma naturaleza para el

grupo control y el de los perros con RIA, asi mismo determinar si existe alguna
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diferencia en la cuantificacion de las células plasmaticas presentes en los dos

grupos antes mencionados.

Cabe mencionar que en los cortes histoldgicos del intestino delgado (en su mayor
parte yeyuno) de los animales con RIA presentaron una importante cantidad de
linfocitos en la lamina propia por lo que suponemos que estas células ademas de
cumplir con funciones de proteccion local pueden migrar a la luz intestinal, la
presencia de éstos linfocitos es muy probable que provengan de los vasos
sanguineos de la ldmina propia, sin embargo no se descarta la posibilidad de que

se originaran del mismo peritoneo.

Cuando la reaccion inflamatoria es crénica en los tejidos se observan abundantes
agranulocitos (macréfagos y linfocitos), por lo que estas caracteristicas no se
observaron ni en los animales testigo ni en los animales con RIA, por lo que también
podemos observar que en el dia 20 postquirdrgico no existen evidencias de una
reaccion inflamatoria crénica sino aguda por el gran numero de neutréfilos que se

observaron.

En general la persistencia de linfocitos en un tejido se debe a que la sefal que
induce su presencia persiste, y que no se pudo apreciar en este estudio al dia 20

postquirdrgico a la RIA.

Es importante mencionar que diversos factores de crecimiento son los que inducen
la angiogénesis y los procesos de regeneracion y reparacion también son

secretados por los macréfagos®234557 y las plaquetas.

Como ha sido reportado por varios investigadores y autores se observaron para
animales sanos y de grupo experimental, la presencia de maculas lacteas en
proporciones similares, en éstas estructuras se encuentran principalmente

macrofagos y linfocitos que cumplen diversas funciones(®-11,18.20,21,29,31,32,35,38,51)

En otros estudios realizados en el epipldn se ha planteado la presencia de células
troncales en los procesos de angiogénesis reparacion regeneracion y remodelacion
tisular por lo que es conveniente considerar la identificacion de estas células en los

dos grupos estudiados para poder confirmar su participacion.
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Resaltar la participacion del epiplén en diversos procesos quirdrgicos todos estos
estudios morfoldgicos tienen la finalidad o estdn encaminados en tratar conocer los
mecanismos de regulacioén, la participacién celular y las interacciones celulares que

determinan todos los procesos fisiopatoldgicos en los que interviene el epipldn.

Conclusioén Final

En éste estudio se determin6 que en los animales con RIA existié un incremento
significativo en el numero de neutrofilos en relacion con el grupo testigo, no asi
cuando se cuantificé el numero de linfocitos en los que no se observo diferencias
significativas, esto sugiere diversas interacciones celulares con los mastocitos y las
plaguetas, ademas de que la inmunidad adquirida aparentemente no tiene una
participacion relevante a los 20 dias postquirargicos y que los datos morfologicos

nos sugieren una reaccién inflamatoria cronica.
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Figura 1: Linfocitos cuantificados en animales clinicamente sanos y el grupo experimental con RIA (Reseccion Intestinal y
anastomosis).
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Figura 2: Cuantificados en animales clinicamente sanos y el grupo experimental con RIA (Reseccion Intestinal y
anastomosis).
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Figura 3. Corte histolégico de epiplon de perro (Canis familiaris) del grupo de
animales clinicamente sanos. (Técnica Inclusion en parafina. Giemsa, aumento

40x).
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Figura 4. Corte histologico de epiplén de perro (Canis familiaris) del grupo de

animales con RIA. (Técnica Inclusién en parafina. Giemsa, aumento 40x).
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Figura 5. Corte histologico de epiplén de perro (Canis familiaris) del grupo de
animales clinicamente sanos, marcando la presencia de neutrofilos. (Técnica

Inclusion en parafina. PAS, aumento 40x).
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Figura 6. Corte histolégico de epiplén de perro (Canis familiaris) del grupo de

animales con RIA, marcando la presencia de neutrdfilos. (Técnica Inclusion en

parafina. PAS, aumento 40x).
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