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Resumen

Las bolsas guturales (BG) del equino son diverticulos de las trompas de Eustaquio cuya funcién no ha sido
establecida aun. Por su gran capacidad de albergar un volumen considerable de aire, la teoria de Keith Baptiste, quien
postula que las BG participan en la termorregulacion, es la mas aceptada. La caracterizacion de los componentes
oligosacaridicos que tapizan la mucosa de un organo ayuda a determinar su funcionamiento, por lo cual, se
caracterizaron los gluco-componentes de su mucosa mediante histioquimica convencional, con las tinciones de
Periodic Acid Shift (PAS), Alcian Blue (AB) apH 1,0 y AB apH 2,5, para determinar la presencia de glicanos acidos,
neutros y sulfatados en la mucosa. Se encontr6 una gran cantidad de mucosubstancias con componentes carboxilo
en su vecindad atribuido al 4cido sialico. Adicionalmente, se encontrdé que las células de la mucosa produjeron
gluco-componentes sulfatados atribuidos a material glucidico carboxilado. Debido a la capacidad del 4cido sidlico
de retener agua, al formar una capa higrofoba en la superficie de la mucosa que tapiza, es probable que una de las
funciones de las BG sea participar en la termorregulacion, enfriando la sangre que pasa por la arteria carotida interna
y que va al cerebro, especialmente durante el ejercicio.
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Abstract

Equine guttural pouches (GP) are diverticula from the Eustaquian tube and their function has not been established
yet. Because of their capacity to contain a considerable amount of air, the theory of Babtiste who postulates that GP
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participate in thermoregulation is the most accepted. The ultra structure of an organ can determine its functioning,
therefore, to look for explain the main function of GP, the glycocomponets of the GP mucosa were characterized by
conventional histochemestry, by de Periodic Acid Shift (PAS) staining, and Alcian Blue (AB) at pH 1,0 and AB at pH
2,5 staining methods. It was found a great amount of mucosubstances with vicinal carboxyl components attributed to
sialic acid. In addition, it was found that mucosal cells produced sulphated glycocomponets attributable to carboxylic

glucidic material. Because of the sialic acid capacity of retaining water, forming a hydrophobic layer on the mucosa,
probably one of the functions of GP is to participate in thermoregulation, cooling the blood of the internal carotid

artery which goes to the brain, especially during exercise.
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Introduccion

Las bolsas guturales (BG) son diverticulos
ventrales de las trompas de Eustaquio que
comunican el oido medio con la nasofaringe y se
ubican en la regidn parotidea, y que estan presentes
todos los animales perisodactilos’. Esta conexion
estda cerrada normalmente, excepto durante la
deglucion, cuando el orificio salpingo-faringeo
se abre (Figura 1). Los equinos poseen las BG
mas grandes entre las especies en las cuales estan
presentes, ocupando una amplia 4rea en la porcion
caudal de la cabeza; en caballos adultos cada una
tiene una capacidad de volumen entre 300 a 600
mL’.

Cada bolsa gutural se comunica con la faringe

a través de un orificio de salida ubicado
rostro-ventral al la hendidura faringea. Las
secreciones mucosas producidas normalmente

drenan hacia la faringe, a través de los orificios
faringotubaricos, que son las partes mas declives
cuando la cabeza del caballo esta relajada o
descendida. Los orificios s6lo se abren cuando
el caballo deglute, asi pues que el consumo de
pasto favorece el drenaje de las secreciones de las
bolsas®’.

La funcion de las BG en equinos no es clara
todavia, pues la dificultad de crear un modelo
experimental que permita explicar su funciéon en
animales vivos no ha permitido que se explique
satisfactoriamente su funcién ’*. Laprimera funcion
que se le atribuyo a estos dérganos es que actuarian
como una caja de resonancia, sin embargo, hoy se

sabe que si la entrada a las BG est4 obstruida los
sonidos emitidos por el animal se replican de la
misma manera’. Carter et al. (1978), propusieron
que las BG ayudan a equilibrar presiones entre
el oido medio y la faringe, pero esta funciéon no
explica su gran tamafio’. Rooney et al. (1997),
proponen que las BG facilitan la fisiologia de la
deglucion, debido a su flexibilidad y posicion
estratégica, expandiéndose y aumentando la
capacidad de la faringe especialmente cuando el
animal come pasto, pero esta teoria no ha sido
experimentalmente comprobada aun’’.

Keith Baptiste (1998) propone que las BG participan
en la termorregulacion, y mediante un modelo
experimental en caddveres y posteriormente en
caballos anestesiados demostro que la ventilacidén
de las BG permite enfriar la sangre que pasa
por la arteria cardtida interna por debajo de la
temperatura central.

Segun esta teoria, el intercambio normal de aire
durante la respiracion puede ser un mecanismo
de enfriamiento cerebral para disipar el calor
generado por el metabolismo, especialmente
durante el ejercicio, permitiendo que el aire que
entra a las BG enfrien la sangre que pasa por la
arteria carodtida interna, que en su recorrido pasa
por la delgada pared de las BG*”, sin embargo, las
conclusiones de sus estudios son discutidas aun
(Figura 2).
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Figura 1. Endoscopia de las bolsas guturales: entrada del
endoscopio a una de las BG a través del orificio faringeo.
La flecha senala el pliegue salpingofaringeo.

(Fotografia tomada en el Centro de Medicina Veterinariay Zootecnia de la
Universidad CES con un endoscopio Pentax® FG 29x, con fines ilustrativos)

PENTAX

Figura 2. Endoscopia de las bolsas guturales: Se
observa el paso de la arteria cardtida interna (a) en
su recorrido bajo la delgada pared de compartimento
medial de la BG, y el hueso estilohiodeo (b) que separa los
compartimentos medial y lateral.

(Fotografia tomada en el Centro de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad CES con un endoscopio Pentax® FG 29x, con fines ilustrativos).

Histologicamente, las BG estan cubiertas por una mucosa
compuesta por un epitelio columnar pseudo-stratificado
ciliado con abundantes células caliciformes localizadas
principalmente en los pliegues; son evidentes las micro
vellosidades de la mucosa "“. El grosor de la ldmina propia
es variable, y alli se encuentran numerosas glandulas
mucosas, serosas y mixtas. Las glandulas tubuloacinares
agrupadas en la lamina propia — submucosa y sus
conductos excretores estan delineados por un epitelio
cubico simple o columnar caracteristico de las vias

respiratorias superiores .

La caracterizacion de los glicanos de la mucosa de las
bolsas guturales podria arrojar indicios que ayuden
a apoyar alguna de las teorias existentes en cuanto al
papel de las bolsas guturales, pues es reconocida la
importancia que tienen las glicoproteinas y en particular,
los glucosaminoglucanos en la determinacion de la
funcion de diversos organos’. La superficie del epitelio
respiratorio en equinos esta tapizado por una capa de
moco que se renueva constantemente formando un
moco visco elastico *”’.

Las propiedades visco elasticas del moco protegen las
células epiteliales de la mucosa. Las glicoproteinas y
los gluco-componentes forman las mucinas que son
abundantes componentes de las secreciones del tracto
respiratorio”. Los gluco-componentes interactian con
gran variedad de péptidos y hormonas, y se ha postulado
que pueden estar involucrados en mecanismos inmunes,
formando una barrera que atrapa agentes patogenos
y particulas oxidativas “”. Aunque parece contrario
a lo anterior, multiples estudios has descrito una
interaccion entre los gluco-componentes de la mucosa
con microorganismos, principalmente bacterias, que las
utilizan como receptores para colonizar los tejidos’’.

En el presente estudio se evalu6 la secrecion de
gluco-componentes por parte de la mucosa de las BG
por histoquimica convencional, con el fin de reunir mas
elementos que permitan aclarar el papel principal de
estos organos en los equinos.

Materiales y métodos

Tipo de estudio
Estudio de tipo descriptivo.
Recoleccion del tejido

Se tomaron muestras de lcm de didmetro de
la pared de las BG de los compartimientos
medial y lateral de 6 caballos sanos, machos
castrados, pertenecientes a las razas de engorde:
Caballo Agricola Italiano, Avelignese, Franches
Montagnes, Tolfetano y Murgese; estos caballos
fueron sacrificados en la planta municipal de
sacrificio de Sefro, region Le Marche, Italia.
Las muestras fueron fijadas inmediatamente en
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Carnoj por 24 horas y posfijadas en una solucioén
de acetato de calcio al 2% y paraformaldehido al
4% (1:1 v/v) por 3 horas a temperatura ambiente.
Luego, las muestras fueron deshidratadas en
escala gradiente de alcohol, aclaradas en xileno y
embebidas en parafina. Se realizaron 10 secciones
por animal de 5 pm, (5 del compartimiento medial
y 5 del compartimiento lateral), para un total de
60 secciones a ser analizadas. Las secciones se
montaron en portaobjetos (Superfrost Plus slides,
Bio-Optica, Milano), y luego las muestras se
sometieron a la tinciones de AB y PAS a pH 1,0
y 2,5.

Histoquimica convencional

Para evaluar la produccion de glicanos, se
prepararon 5 secciones por muestra. Una de las
secciones se colore6 con Hematoxilina — Eosina
como control, para observar la integridad vy
normalidad del tejido; en cada una de las muestras
de observo el grosor del epitelio, el grosor de
la submucosa, la presencia de glandulas y sus
conductos en la submucosa, la vascularizacion
del tejido, la presencia de células caliciformes
y de cilias en el epitelio, y la ausencia de
células inflamatorias para determinar que no
hubo cambios en la arquitectura del tejido. Los
tejidos se compararon con placas histoldgicas de
coleccion. Las 4 secciones restantes se tifieron
usando las técnicas de histoquimica convencional:
AB y PAS, segun el protocolo propuesto por
Spicer S y Schulte A (1992)", como se describe a
continuacion:

1. PAS: para detectar azlcares neutros con

residuos de acido sialico.

2. PAS pH 1,0: para detectar aztcares neutros y
ésteres O-sulfatados.

3. AB apH 1,0: para detectar ésteres O-sulfatados.

4. AB apH 2,5: para detectar ésteres O-sulfatados,
acido sidlico, y grupos carboxilos con 4acido
urénico o glucurodnico.

En las secciones sometidas a la tincion de PAS y
AB se determind la positividad como indicador de
la presencia de GAGs 4acidos y neutros y ésteres

sulfatados en la mucosa de las BG, observados
en 10 campos de 400X, para cada una de las
secciones.

Resultados

Los hallazgos histologicos de las muestras
sometidas a Hematoxilina-Eosina revelaron la
normalidad el tejido (Figura 3). En ninguna
de las secciones se encontraron alteraciones
histopatolégicas en la mucosa de las BG. No se
observo diferencia significativa en cuanto a la
composicion tisular ni en cuanto a la distribucion
de las glandulas de la submucosa entre las muestras
obtenidas de los compartimentos medial y lateral.

La naturaleza bioquimica de los oligosacaridos
de la mucosa de las BG fue evidenciada por
histoquimica convencional, permitiendo obtener
conclusiones mas relevantes sobre los glicanos
secretados por los diferentes tipos de células
de la mucosa. Se encontré que las células
secretoras producen una gran cantidad de glico-
componentes. En particular, se observd una
importante producciéon de material glucidico
neutro con hidroxilos vecinos, la mayoria de ellos
conteniendo mucosustancias acidas, en especial,
condroitin sulfato B, heparina y heparan sulfato
(Figura 4).

Adicionalmente, se encontraron mucosubstancias
con componentes carboxilo en su vecindad
atribuido al acido sialico (Figura 5). Las células
de la mucosa produjeron gluco-componentes
sulfatados atribuidos al material glucidico
carboxilado (Figura 6). En las células acinares se
encontré una gran produccion de sialomucinas,
sulfomucinas, glucanosneutros, y acido sidlico con
grupos O- acetil en el C4 (Figura 7). En las células
ductales se encontraron glucanos escencialmente
sulfatados, y en menor cantidad, residuos de
acido sialico. La mayoria de estas moléculas
fueron identificadas como mucosubstancias con
componentes acidos y neutros.
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Figura 3. La tincién con H-E muestra la normalidad
del tejido. No se observaron cambios histopatolégicos
del epitelio o de la submucosa.

Figura 6. La positividad al AB pH a 1.0 muestra
la presencia de ésteres O-sulfatados en las
glandulas submucosas.
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Figura 4. La tincién con PAS evidencia la presencia de

azlcares neutros con gran cantidad de residuos de acido
sidlico el epitelio y en las glandulas de la submucosa.

Figura 7. La tincién con Alcian Blue a pH 2.5 eviden-
cia ésteres O-sulfatados, acido sidlico, y grupos carboxi-
los con 4cido urdénico o glucurénico.
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Figura 5. La tincion con PAS a pH 1.0 muestra su papel como micro molécula en la mucosa.
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Se sabe que por su naturaleza quimica, el acido
sialico se rodea de moléculas de agua en medios
solubles, ejerciendo un efecto higroscopico
en la mucosa >, lo cual permite pensar que este
componente es esencial para mantener hidratada
la superficie de las BG, las cuales estan sometidas
a deshidratacioén por la entrada continua de aire a
las BG.

Adicionalmente, es probable que la presencia de
componentes sulfatados, evidenciada por la fuerte
positividad a la tinciéon con AB a diferentes pH,
ayuden al 4cido sialico a mantener el estado de
hidratacion en la mucosa, dado que la afinidad
quimica de estos glicanos por las moléculas de
agua es bien conocida’, de tal manera que todos
estos componentes encontrados en la mucosa
constituyan un posible mecanismo de defensa
para disipar calor, especialmente durante Ila
actividad fisica, cuando aumenta la ventilacion y
el movimiento de aire hacia las BG.

La presencia de estas sustancias en la mucosa,
entonces, podria retardar la desecacion de dicha
superficie no s6lo durante el ejercicio sino también
cuando la temperatura corporal aumenta por
diversas causas, contribuyendo a los mecanismos
de enfriamiento de aire y evaporacion.

De otra parte, se ha descrito que los glicanos
de la mucosa de diversos Organos participan
en la respuesta inmune’. Se ha reportado que
el acido sidlico es un receptor importante para
microorganismos, en particular, bacterias de la
especie Streptococcus tienen una alta afinidad por
los glicocomponentes de la mucosa respiratoria’.
En humanos se han realizado estudios sobre
la adherencia de Streptococcus pyogenes a los
glicosamionoglicanos de la mucosa de las trompas
de Eustaquio”, también en suinos se ha descrito
la colonizacién temprana de Streptococcus suis a
la mucosa del tracto respiratorio, especificamente
de la orofaringe mediante adherencia a glicanos’.

Es posible que en equinos suceda un fendémeno
similar con bacterias de la especie Streptococcus,
las cuales tienen preferencia por colonizar la
mucosa de las BG, sin embargo, se requieren mas
estudios para corroborar esta interaccion.

Con base en los resultados obtenidos en el presente
estudio se concluye que por la naturaleza de los
gluco-componentes observados en la mucosa de
las BG es posible que una funcidén importante de
estas moléculas en la superficie de la mucosa de
las BG sea protegerla de la deshidratacién a la
cual estd expuesta continuamente, especialmente
durante el ejercicio, debido principalmente a la
gran cantidad de dcido sidlico y glicanos sulfatados
presentes en la mucosa de estos 6rganos.

Es importante estudiar més detalladamente los
gluco-componentes de la mucosa de las BG en
equinos, pues en la medida que se conozca su
composicidon bioquimica, se podrd entender mejor
el papel de estas moléculas en la superficie de
estos Organos, y estudiar las interacciones entre

estas moléculas y diversos microorganismos
patogenos.
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