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RESUMEN

Las bolsas guturales (BG) equinas son diverticulos pares de la tuba auditiva y fueron
descritas originalmente en 1764 por el anatomista francés Claude Bourgelat. Se han
postulado muchas hipotesis sobre la funcién de las bolsas guturales, pero hasta
ahora su funcion exacta es un misterio. Los pliegues y las ranuras son
caracteristicas de las bolsas guturales. El objetivo de este estudio fue analizar la
ultra estructura de las bolsas guturales mediante microscopia electrénica de barrido
para contribuir al conocimiento de un érgano que provoca varios problemas de salud
en equinos. En este estudio se utilizaron las cabezas de cuatro caballos sacrificados
y las bolsas guturales se procesaron para microscopia electronica de barrido. La
mucosa de las Bolsas guturales estaba profundamente plegada y encontramos
diferencias en la profundidad de los pliegues entre las tres regiones analizadas. Se
encontraron diferencias significativas (P < 0.05) en los surcos entre la plica
accesoria neuralis y las otras dos regiones, lo que sugiere que los pliegues son mas
profundos en este sitio. En relacion a la foldsasa, se observaron diferencias
significativas (P < 0.05) entre la plica neurovasculosa carotis interna y las otras dos

regiones, lo que sugiere que los pliegues eran mas anchos que en los otros sitios.

Palabras clave: Bolsas guturales, Equinos, Microscopia electrénica de barrido,

Anatomia, Fisiologia



ABSTRACT

The equine guttural pouches (GP) are paired diverticulum of the tuba auditive and
were originally described in 1764 by the French anatomist Claude Bourgelat. Many
hypotheses have been postulated on the function of guttural pouches, but so far, its
exact function is a mystery. Folds and grooves are characteristics of guttural
pouches. The objective of this study was to analyze the ultrastructure of the guttural
pouches by scanning electron microscopy to contribute in the knowledge of an organ
which provokes several health problems in equines. The heads of four slaughtered
horses were used in this study and the guttural pouches were processed for
scanning electron microscopy. The mucosa of the GP was deeply folded and we
found differences in the folds depth between the three regions analyzed. Significant
differences (P < 0.05) in the grooves were found among plica accesoria neuralis and
the other two regions, suggesting that folds are deeper in this site. In relation to
foldsase, significant differences (P < 0.05) where observed among plica
neurovasculosa carotis interna and the other two regions, suggesting that folds were

wider than in the other sites.

Keywords: Guttural pouches, Equine, Scanning electron microscopy, Anatomy,
Physiology
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l. INTRODUCCION

Las bolsas guturales equinas (BG) son diverticulos emparejados de la tuba auditiva
(Diverticulum tubae auditivae), cada uno de los cuales contiene normalmente
aproximadamente de 300 a 500 mililitros de aire (K6nig, 1984). Las BG fueron descritas
originalmente en 1764 por el anatomista Francés Claude Bourgelat, fundador de la
primera escuela de veterinaria en Francia. Estan presentes en miembros del orden
Perissodactyla (ungulados no rumiantes: caballos, tapires, rinocerontes, con la
excepcion del rinoceronte blanco) y otra pequefia banda de pequefios mamiferos como
Hyraxes, ciertos murciélagos y un raton sudamericano (Endo et al., 1998; Arias y
Zuluaga, 2010).

Cada BG se coloca sobre el hueso estilohioideo, formando bolsas medial y lateral, y la
bolsa medial tiene el doble de capacidad que la bolsa lateral. Se sabe que las bolsas
emparejadas (derecha e izquierda) se extienden desde la base del craneo y el atlas hasta
la nasofaringe (Borges y Watanabe, 2011) y tienen un espacio considerable en la region
caudoventral de la cabeza equina. Las bolsas guturales se dividen individualmente en
compartimentos medial y lateral por el hueso estilohioideo respectivo y se unen alo largo
de su cara rostromedial formando un tabiqgue medial (Babptiste et al., 1996). El epitelio
de las BG es pseudoestratificado y ciliado y contiene células caliciformes, glandulas
mucosas y nddulos linfaticos (Manglai et al., 2000; Perkins et al., 2003).

Muchas estructuras importantes estan anatdmicamente relacionadas con la bolsa gutural
y tienen un gran significado clinico (Grabner, 1984; Dietz y Huskamp, 2006) como la
arteria carotida interna (plica neurovasculosa cartois interna), el ganglio cervical craneal,

el nervio vago (es decir, el nervio craneal X), nervio glosofaringeo (es decir, nervio



craneal 1X), nervio hipogloso (es decir, par craneal XII, plica accessoria neuralis), nervio
accesorio (es decir, nervio craneal Xl) y nervios simpaticos en su totalidad a través de la
pared lateral caudal del compartimento medial. La pared ventral del compartimento
medial contiene la rama faringea del nervio vago, el nervio laringeo craneal y los ganglios
linfaticos retrofaringeos. La cara ventral del compartimento lateral contiene la arteria
cardtida externa (plica neurovasculosa carotis externa) (que se convierte en la arteria
maxilar), la vena maxilar, la cuerda del timpano y el nervio facial (es decir, el VIl par
craneal) (Perkins et al., 2003). Los pliegues y las ranuras son caracteristicas de las
bolsas guturales (Konig et al., 2010).

El drenaje natural de la bolsa se realiza a través de las aberturas en forma de hendidura
(faringeas) de la trompa de Eustaquio en la pared lateral de la nasofaringe. La conexién
se abre cuando el caballo traga y el pastoreo normalmente proporciona drenaje. Sin
embargo, la mayor parte de la bolsa esta ventral a su hendidura y, por lo tanto, el drenaje
puede ser bastante ineficaz. Si se bloquea, las secreciones se acumulan y la bolsa se
distiende produciendo una hinchazén palpable (Dyce et al., 2002).

Se han postulado muchas hipotesis sobre la funcion de las BG (Briggs, 2000), pero hasta
el momento se desconoce su funcién exacta. Babptiste (1998) y Babptiste et al., (2000)
postularon que las BG participan en la termorregulacion. Considerando que la ultra
estructura de un érgano puede determinar su funcionamiento y que las células de la
mucosa producen glicocomponentes que podrian retener agua, formando una capa
hidrofébica sobre la mucosa (Arias y Zuluaga, 2010); probablemente una de las

funciones de las BG sea participar en la termorregulacion, enfriando la sangre de la



arteria carétida interna que va al cerebro, especialmente durante el ejercicio (Lepage et
al., 2004).

Parece que el caballo requiere un mecanismo para enfriar el cerebro, ya que los caballos
alcanzan constantemente temperaturas sanguineas centrales superiores a 40° C

(promedio de 43° C) durante el ejercicio intenso (Hodgson, 1990).



I. REVISION DE LITERATURA

2.1. Anatomia

El gran niumero de estructuras unidas fisicamente a la bolsa gutural ha dificultado la
visualizacion y la descripcion anatomica coherente de esta region clinicamente
importante (Babptiste et al., 1996).

Getty (1975) afirma que las bolsas guturales a menudo son de tamafio desigual, incluidas
las variaciones con respecto a la distancia que se extienden caudalmente. Skoda (1911)
describi6 las bolsas guturales como formaciones que cambian de tamafio en diferentes
circunstancias de la posicion de la cabeza.

Las bolsas guturales son espacios emparejados llenos de aire que se extienden desde
la base del craneo y el atlas hasta la nasofaringe (Budras et al., 2010). Cada bolsa se
comunica con la faringe a través de la porcion rostral del respectivo tubo auditivo de 2 a
3 cm de largo y en forma de embudo, que se abre en el orificio faringeo
(aproximadamente 3 cm), ubicado en la cara dorsolateral de la pared lateral
nasofaringea, conocida como la ostia (De Lahunta et al., 1986). Estas aberturas
faringeas se identifican como hendiduras oblicuas que se encuentran rostral y ventral al
receso faringeo. La pared medial de cada abertura esta compuesta por un colgajo de
fibrocartilago orientado en una direccion rostrodorsal a caudoventral (Pleasant y Berry,
2009). Cada techo de la bolsa gutural tiene contacto directo con el hueso esfenoides, los
musculos longus capitis y longus colli, la bulla timpanica, la articulacién temporohioidea,
y la fosa condilar ventral. Lateralmente, las bolsas se encuentran contra el masculo

pterigoideo medial, el digastrico y las glandulas salivales parétidas y mandibulares. Los



ganglios linfaticos retrofaringeos mediales se encuentran entre la faringe y la pared
ventral de la bolsa, y se pueden identificar debajo de la membrana de la bolsa gutural en
el piso del compartimento medial (De Lahunta et al., 1986; Holcombe y Ducharme, 2004).
El piso de la bolsa esta adyacente a la cara dorsal de la nasofaringe y la extension caudal
de la bolsa gutural esta al nivel de la glandula salival parétida (Borges y Watanabe, 2011).
Esta porcién caudal se pliega y cubre el hueso estilohioideo, atravesando su cara
caudolateral y creando una division incompleta que da como resultado un compartimento
medial mas grande y un compartimento lateral mas pequefio (Dyce et al., 2009;
Holcombe y Ducharme, 2004; Edwards et al., 2007). La porcién caudal del hueso
estilohioideo se articula con el hueso timpanohioideo corto, que a su vez se articula con
la porcién petrosa del hueso temporal en la base del craneo. Los nervios craneales VIl
(facial) y VIII (vestibulococlear) se encuentran en esta parte del hueso temporal donde
estan expuestos a fracturas asociadas con la osteoartropatia temporohioidea (Holcombe
y Ducharme, 2004; Freeman et al., 2006). Las bolsas guturales izquierda y derecha
tienen casi la misma capacidad (Manglai et al., 2000). EI compartimento medial es de 2
a 3 veces el tamafio del compartimento lateral y se extiende mas caudal y ventralmente
(Edwards et al., 2007; Barber, 1999). Las bolsas derecha e izquierda no se comunican
entre si y estan separadas simétricamente rostralmente por un tabique delgado y
caudalmente por los muasculos longus capitis y recto capitis ventralis (Pleasant y Berry,

2009; Manglai et al., 2000; Oto y Haziroglu, 2011).



Figura 1. Vista caudodorsal de yesos de bolsa gutural izquierda y derecha realizados con la cabeza del
caballo en posicion flexionada. 1) Impresion y arteria maxilar om; 2) Impresion de la arteria meningea
media; 3) Impresion del masculo recto del capitus ventralis; 4) Impresion de mula del recto capitua ventralis
major (longus capitus); 5) Surco para nervios mnial 1X-XIlI; 6) Abertura caudal del surco para el hueso
estilohioideo; 7) Surco para el musculo tensor del velo palatino (Babptiste et al., 1996).

Por debajo del largo de la cabeza, las bolsas guturales estdn en contacto directo entre
si, separadas solo por un delgado tabiqgue medial. Se han descrito estructuras linfaticas
tipo lymphonoduli solitarii principalmente en el tabigue medio entre ambas bolsas
guturales (Konig, 1984). Cada bolsa gutural se comunica con la faringe a través del
orificio faringeo de la trompa de Eustaquio, cubierto por una placa delgada de
fibrocartilago. El orificio faringeo de la trompa de Eustaquio se comunica con la bolsa
gutural a través de un vestibulo en forma de embudo, que es mas ancho rostral que
caudalmente (Perkins et al., 2003).

Se encuentran varias estructuras adyacentes a las bolsas guturales equinas, incluidos

los nervios craneales IX (glosofaringeo), X (vago), Xl (accesorio) y XlI (hipogloso); el



hueso estilohioideo; y la articulacion temporohioidea. También muy proximos se
encuentran los nervios craneales V y VII, el ganglio cervical craneal, el tronco simpatico
cervical, la arteria carétida interna y la arteria carétida externa y sus ramas (la arteria
auricular caudal, la arteria temporal superficial y la arteria maxilar) (Polloch, 2007).
Cuando se ven afectadas por la enfermedad de la bolsa gutural, estas estructuras
nerviosas pueden causar una diversidad de signos neuroldgicos ademas de epistaxis o

secreciones nasales anormales (Borges y Watanabe, 2011).

Figura 2. Estudio anatomico post mortem de pares craneales (A, B). Es posible observar los pares
craneales IX, Figura 2 Estudio anatomico post mortem de pares craneales (A, B). X, Xl'y Xll y la arteria
carétida interna (ICA). (C, D) Los nervios craneales IX, X, Xl y Xl discurren ventralmente a lo largo del
compartimento medial de la bolsa gutural y estan envueltos en un pliegue delgado de mucosa. Estos
nervios estan intimamente asociados con la ICA (Borges y Watanabe, 2011).



Las siguientes estructuras importantes se localizan asociadas con el compartimento
lateral: la carotida externa, las arterias temporal superficial y maxilar; la vena maxilar
facial; El nervio facial y la cuerda del timpano (Freeman, 1980; Perkins et al., 2003). La
arteria cardtida externa viaja al lado del compartimento medial ventral al hueso
estilohioideo, a lo largo del compartimento lateral, donde emite las arterias auriculares
caudal y temporal superficial y continla como la arteria maxilar a lo largo la pared lateral
dorsal del compartimento lateral (Pleasant y Berry, 2009). La vena maxilar puede verse
lateral y ligeramente profunda a la arteria carétida externa (Holcombe y Ducharme,
2004). La arteria caroétida interna (ICA) corre de ventral a dorsal a lo largo de la porcion
media del compartimento medial y forma un angulo sigmoide justo antes de alcanzar el
limite dorsal de la bolsa. Los nervios craneales IX, X, Xl y XlI discurren ventralmente a lo
largo del compartimento medial de la bolsa gutural y estdn envueltos en un pliegue
delgado de mucosa. Estos nervios y el tronco simpatico estan intimamente asociados
con la ICA durante gran parte de su curso dentro de la bolsa. La rama faringea del nervio
vago (X) recorre el suelo del compartimento medial antes de unirse al plexo faringeo
(Barakzai, 2007).

El nervio facial y sus ramas, asi como el nervio mandibular, pasan adyacentes al techo
de la bolsa gutural (Konig et al., 2010). El nervio facial discurre dorsalmente a lo largo
del receso lateral durante aproximadamente 3 a 4 cm y luego corre entre las glandulas
mandibulares y pardtida. El nervio mandibular corre a lo largo del techo del receso lateral
y luego continta en el lado rostral de la bolsa gutural (Manglai et al., 2000). El par craneal
XIl discurre caudalmente entre la bolsa gutural y la capsula de la articulacién

atlantooccipital a una distancia de aproximadamente 2 cm, pasa entre los nervios vago



y accesorio, gira ventrorostralmente y continda por encima de la faringe, paralelo al
hueso estilohioideo y caudal al linguofacial maletero. El IX nervio craneal gira
ventrorostralmente sobre la bolsa gutural caudal al hueso tirohioideo; en ese punto es
mas profundo que la arteria carétida externa y emite las ramas faringea y lingual. El
nervio craneal X pasa caudal y ventralmente, junto con el nervio accesorio, a través de
un pliegue de la bolsa gutural. Estos nervios luego se separan, lo que permite que el
nervio hipogloso pase entre ellos. El nervio vago pasa ventralmente adyacente a la
arteria carétida interna y cruza la cara medial del origen de la arteria occipital; su rama
faringea atraviesa la arteria carétida interna y discurre ventrocranealmente desde la
bolsa gutural hasta la pared dorsal de la faringe (Godinho y Getty, 1986). La rama
faringea del par craneal X se desprende cerca del ganglio cervical craneal y se puede
ver mientras corre rostroventralmente a lo largo de la bolsa gutural hacia la pared de la
faringe dorsal, donde se ramifica con la rama faringea de 1X en el plexo faringeo. La rama
faringea de IX puede identificarse ya que discurre rostralmente a través de la cara ventral
del hueso estilohioideo (Holcombe y Ducharme, 2004).

Skoda (1911) encontr6 que el drenaje del compartimento lateral en las cabezas
flexionadas era muy dificil, un efecto que atribuyé al movimiento dorsal del hueso
estilohioideo hacia la base del craneo durante la flexion. El hueso estilohioideo produjo
asi una hendidura mas pronunciada de la bolsa gutural, cerrando efectivamente el
compartimento lateral. Skoda (1911) también informé que, cuando la cabeza y el cuello
del caballo se extendian, el extremo oral del hueso estilohioideo estaba mas alejado de
la base del craneo, la hendidura en la bolsa gutural no era tan profunda y el estilohioideo

se cubria menos por el compartimento lateral de la bolsa.
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Figura 3. Dibujo de la bolsa gutural equina con estructuras asociadas relevantes y vasculatura. Observe
como la arteria car6tida interna toma un curso en forma de arco sobre la bolsa gutural y, por lo tanto, entra
en contacto con la bolsa durante una longitud significativa. 1) Orbita; 2) Béveda craneal; 3) Pabellon
auricular; 4) Hueso estilohioideo; 5) Bolsa gutural; 6) Vestibulo del orificio faringeo; 7) Vena facial profunda;
8) Sistema de seno venoso craneal (plexo venoso subtemporal); 9) Meato acustico externo; a) Arteria
occipital; b) Arteria car6tida interna; c) Carétida externa; d) Arteria maxilar (Babptiste, 1998).
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2.2. Histologia

Histol6gicamente, las BG estan cubiertas por una mucosa compuesta por un epitelio
columnar pseudoestratificado ciliado con abundantes células caliciformes localizadas
principalmente por los pliegues; son evidentes las micro vellosidades de la mucosa
(McGorum et al., 2007). El grosor de la lamina 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 (Lepage, 1994).

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 (Accili, 2008). La superficie del epitelio respiratorio en equinos esta tapizada por
una capa de moco que se renueva constantemente formando un moco visco elastico
(Babptiste y Cake, 1994; Karlsson, 1998). Las propiedades visco elasticas del moco
protegen las células epiteliales de la mucosa. Las glicoproteinas y los glucocomponentes
forman las mucinas que son abundantes componentes de las secreciones del tracto
respiratorio (Kumar y Timoney, 2006).

Los glucocomponentes 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 patdégenos y particulas oxidativas (Brooks, 2008; Nieuw et

al., 1995). Aunque parece contrario a lo anterior, multiples estudios has descrito una
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interaccion entre los glucocomponentes de la mucosa con microorganismos,
principalmente bacterias, que las utilizan como receptores para colonizar los tejidos
(Karlsson, 1998). La diversidad de los glucocomponentes de la mucosa de las BG
sugiere que estas moléculas estan involucradas en diversas funciones, como participar
en la respuesta inmunoldgica y de sefializacion intracelular. Baptiste (2000), sugiere que
las BG participan en la termorregulacion.

La gran cantidad de &cido sialico amerita considerar su papel como micro molécula en la
mucosa. Se sabe por su naturaleza quimica, el acido sialico se rodea de moléculas de
agua en medios solubles, ejerciendo un efecto higroscopico en la mucosa (Nieuw et al.,
1995; Rousseau et al., 2007), lo cual permite pensar que este componente es esencial
para mantener hidratada la superficie de las BG, las cuales estan sometidas a
deshidratacion por la entrada continua de aire a las BG.

Adicionalmente, es probable que la presencia de componentes sulfatados, ayuden al
acido sialico a mantener el estado de hidratacién en la mucosa, dado que la afinidad
guimica de estos glicanos por las moléculas de agua es bien conocida (Bernfield et al.,
1999), de tal manera que todos estos componentes encontrados en la mucosa
constituyan un posible mecanismo de defensa para disipar calor, especialmente durante
la actividad fisica, cuando aumenta la ventilacion y el movimiento de aire hacia las BG.
Por otra parte, se ha descrito que los glicanos de la mucosa de diversos 6rganos
participan en la respuesta inmune (Andres, 1998). Se ha reportado que el &cido sidlico
€s un receptor importante para microorganismos, en particular, bacterias de la especie
Streptococcus tienen una afinidad por los glicocomponentes de la mucosa respiratoria

(Bernfield et al., 1999). En humanos se han realizado estudios sobre la adherencia de
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Streptococcus pyogenes a los glicosaminoglicanos de la mucosa de las trompas de
Eustaquio (Liu et al., 1997), también en suinos se ha descrito la colonizacién temprana
de Streptococcus suis a la mucosa del tracto respiratorio, especificamente de la
orofaringe mediante adherencias a los glicanos (Hasty et al., 1992). Es posible que en
equinos suceda un fenémeno 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 (Arias y Zuluaga, 2010).

2.3. Funcién

Calentar el cerebro o cualquier otro tejido tendré en dltima instancia un efecto destructivo
directo sobre las células. Aungue existe evidencia de lo contrario, a menudo se considera
gue el tejido cerebral es mas vulnerable a los efectos de las altas temperaturas que otros
tejidos. Por tanto, la prevencion del dafio por calor en las células cerebrales es la
explicacion habitual que se da para la ventaja de supervivencia de la SBC. SBC se define
como "la disminucion de la temperatura del cerebro, ya sea localmente o en su conjunto,
por debajo de la temperatura de la sangre arterial" (IUPS THERMAL COMMISSION,
2001). La SBC se logra mejor en artiodactilos, que tienen una rete carotidea. La rete
carotidea funciona como un intercambiador de calor y enfria la sangre arterial carotidea
poco antes de que ingrese al cerebro. Los caballos no tienen rete carotideo, desarrollan
temperaturas corporales elevadas durante el ejercicio y, sin embargo, no muestran
consecuencias clinicas o neuroldgicas apreciables (Mitchell et al., 2006). Aunque los
caballos no tienen rete carotideo, Babptiste et al., (2000) y McConaghy et al., (1995) han

concluido que existe otro mecanismo para producir SBC.
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Se desconoce la funcidn fisiologica, si la hay, de las bolsas guturales, pero recientemente
se ha propuesto que podrian funcionar durante el enfriamiento cerebral selectivo (SBC)
para mantener la sangre transportada por la arteria carétida interna (ICA) a una
temperatura por debajo del nucleo de temperatura durante la hipertermia” (Babptiste et
al., 2000). Utilizando trazadores de microesferas radiactivas, Orr et al., (1983)
encontraron que el principal suministro de sangre (95%) al cerebro del caballo es a través
del ICA. Otras contribuciones menores provienen de las arterias occipital y vertebral. La
bolsa gutural esta en la mejor ubicacién anatdmica potencialmente para realizar una
funcion de enfriamiento en la ICA.

La funcién de las BG en equinos no es clara todavia, pero la dificultad de crear un modelo
experimental que permita explicar su funcidn en animales vivos no ha permitido que se
explique satisfactoriamente su funcién (Cunningham, 2009; Frandson et al., 2009). La
primera funcion que se le atribuyo a estos 6érganos es que actuarian como una caja de
resonancia, sin embargo, hoy se sabe que si la entrada a las BG esta obstruida los
sonidos emitidos por el animal se replican de la misma manera (Kumar y Timoney, 2006).
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 tamafo (Cunningham, 2009).
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 (McGorum et al., 2007).

Baptiste (1998) propone que las BG participan en la termorregulacién, y mediante un

modelo experimental en cadaveres y posteriormente en caballos anestesiados demostré
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gue la ventilacion de las BG permite enfriar la sangre que pasa por la arteria carétida
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 enfrie la
sangre que pasa por la arteria carétida interna, que en su recorrido pasa por la delgada
pared de las BG (Kumar y Timoney, 2006; Frandson et al., 2009), sin embargo, las

conclusiones de sus estudios son discutidas aun.

2.3. Exploracion

La evaluacidn clinica de la bolsa gutural comienza con la historia clinica, la identificacion
del paciente y la inspeccion, seguida de una palpacion externa de la estructura (Borges
y Watanabe, 2011). Taylor y Hillyer (1999), mencionan que se pueden utilizar métodos
directos como la palpacién, la auscultacion y la percusion, pero estos no son muy Utiles
al momento de llegar a un diagnéstico preciso. Las bolsas guturales pueden evaluarse
mediante examenes complementarios como radiografia, ecografia y endoscopia (Hardy

y Léveillé, 2003).

2.3.1. Endoscopia

La endoscopia es el examen que facilita de manera mas eficaz la recopilacion de datos
en casos de enfermedad de la bolsa gutural porque permite la visualizacién directa de

las estructuras de interés (Chiesa et al.,, 2000). Varios autores han proporcionado
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meétodos detallados para la endoscopia de la bolsa gutural, centrandose especificamente
en la introduccion del endoscopio en la bolsa y fotografias para ayudar en la identificacion
anatomica (Holcombe y Ducharme, 2004; Hardy y Léveillé, 2003). Tenga en cuenta que
el examen endoscopico de pacientes con epistaxis y sospechosos de micosis de la bolsa
gutural debe realizarse con cuidado; El desplazamiento del coagulo puede producirse y,
en Ultima instancia, provocar una hemorragia mortal (Ainsworth y Hackett, 2004). Antes
de la endoscopia, se deben preparar las instalaciones quirdrgicas ya que un coagulo
puede desprenderse durante la inspeccién, precipitando una hemorragia potencialmente
mortal. Antes de entrar en una bolsa gutural, el médico debe buscar signos de paresia
faringea o aritenoidea. Se debe realizar una endoscopia de ambas bolsas y examinar
primero la bolsa que se sospecha que es normal para evitar una posible contaminacion
por el endoscopio. En los casos que se presentan con epistaxis, la endoscopia revela
una hemorragia con origen en la bolsa (Lepage et al., 2004). Aunque en los caballos de
deporte es habitual realizar endoscopias con fines preventivos, en caballos de trabajo la
situacion no es la misma, ya que este procedimiento implica sedacion e inmovilizacion

de los animales durante un dia (Arias et al., 2013).
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Figura 4. Localizacion de la bolsa gutural y estructuras anatomicas asociadas. Representacion
esquematica de la bolsa gutural que se extiende desde la base del craneo y el atlas hasta la nasofaringe
y las estructuras anatdmicas asociadas. Se representa el orificio faringeo izquierdo asociado al
endoscopio, para la evaluacion de la bolsa gutural izquierda. La bolsa derecha e izquierda no se comunica
entre si. Aqui, el tabique delgado en el lado rostral es artificialmente transparente para permitir la
visualizacion del endoscopio dentro de la bolsa izquierda vista desde el lado derecho del caballo (Borges
y Watanabe, 2011).

2.3.2. Radiografia

Adrados de Llano (2011), indica que la radiografia es otro de los métodos indirectos mas
utilizados que permite observar el contenido interno de las bolsas y asi obtener el
diagnéstico correcto. Las radiografias también pueden revelar informacion relevante
porque las bolsas guturales llenas de aire proporcionan un medio de contraste ideal para
la obtencién de imagenes radiograficas. Las proyecciones laterales proporcionan
informacion sobre las dimensiones y el contenido de las bolsas guturales (Perkins et al.,
2003). Las vistas dorsoventral y ventrodorsal se utilizan para evaluar el hueso
estilohioideo. Las radiografias también permiten la evaluacion prequirirgica y permiten

localizar con precision las estructuras vasculares (Macdonald et al., 1999).
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2.3.4. Tomografia Computarizada (TC) y Resonancia Magnética (RM)

Més recientemente, la tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética (RM)
de las bolsas guturales han permitido una mejor comprension de su anatomia y se han
vuelto importantes en el diagndstico de tumores o morfologia anormal (Oto y Haziroglu,
2011; Sasaki et al., 1999). La TC puede ser mas beneficiosa para obtener imagenes del
hueso estilohioideo, el oido interno y la porcién petrosa del hueso temporal en casos de

osteoartropatia estilohioidea (Hardy y Léveillé, 2003; Hilton et al., 2009).

Figura 5. Reconstruccion por TC de la bolsa gutural en un potro arabe sano de 6 meses. Las imagenes
se obtuvieron durante el protocolo de anestesia general con secciones de 1 mm y reconstruccion de
software tridimensional. A — C, anatomia normal y posicion de la bolsa gutural asociada con la cabeza del
potro y las estructuras 6seas. (A) observe la porcion rostral del tubo auditivo. (B), la parte caudal del tubo
auditivo entra en el orificio timpéanico. (C), parte ventral (piso) de las 2 bolsas que muestran los
compartimentos medial y lateral y el hueso estilohioideo (azul). D — F: anatomia normal de una bolsa
gutural aislada. (D), vista dorsal. (E), vista caudal. Obsérvese el surco estilohioideo moldeado y la porciéon
rostral del tubo auditivo. Notese el espacio entre el pufio gutural y el craneo que esta ocupado por los
musculos longus capitis y rectus capitis ventralis. (F), vista dorsal de una bolsa gutural normal sin parte del
techo que muestra las estructuras izquierda y derecha y los compartimentos lateral y medial separados
por un tabique delgado en el lado rostral (Borges y Watanabe, 2011).
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2.3.5. Pruebas histopatoldgicas

Por otro lado, Pérez y Carrasco (2000), proponen la utilizacion de pruebas
histopatolégicas al momento del diagndstico, debido a que la presencia de hongos en
una patologia no implica que este sea el directo responsable, es por esto que ademas
tomar una serie de muestras para la realizacion de cultivos y posterior observacion del
proceso micotico; también se debe efectuar la toma de cortes histolégicos el cual permite

evaluar la morfologia de los hongos y su relacion con las lesiones tisulares.

2.4. Principales patologias

La forma de la bolsa gutural esta determinada en gran medida por las muchas estructuras
con las que esta relacionada fisicamente, incluidos musculos, huesos, vasos, nervios y
ganglios linfaticos. Las estructuras de interés veterinario que estan intimamente
asociadas con la bolsa gutural incluyen los nervios craneales V, VII, IX, X, Xl y XII, asi
como las arterias cardtidas maxilar e interna y externa que proporcionan el principal
suministro de sangre arterial a la cabeza (Getty, 1975). Cualquiera o todas estas
estructuras pueden verse afectadas por enfermedades de la bolsa gutural, incluidas
infecciones micoticas, empiema, timpanismo y tumores (Babptiste et al.,, 1996). La
presencia de problemas en las bolsas guturales, dependiendo el grado de afectacion
puede comprometer de manera seria la vida del animal puesto que se ubican muy cerca

a los nervios gque se encuentran en la base del craneo, donde pueden causar paralisis
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faringea y otros efectos secundarios, asi mismo por la cercania con la arteria carétida la
puede erosionar, produciendo epistaxis (Cabaries et al., 2002).

Las enfermedades de las bolsas guturales no son comunes, pero se requiere un acceso
quirdrgico para tratar algunos casos complicados de empiema, timpanismo y micosis y
para la ostectomia estilohioidea (Lepage, 2002). Actualmente, los métodos quirdrgicos
utilizados para abordar a las bolsas guturales incluyen la hiovertebrotomia, el tridngulo

de Viborg y los dos métodos de Whitehouse (Freeman, 1999).

2.4.1. Empiema

El empiema de las bolsas guturales en equinos es una enfermedad de alta incidencia
asociada a problemas infecciosos del sistema respiratorio; el principal agente etiol6gico
asociado a esta enfermedad es Streptococcus equi subsp. equi (Pusterla et al., 2011).
El inicio de los signos clinicos se presenta entre 3 y 14 dias post-infeccion (Nachon y
Bosisio, 2005; Beps, 2015) y se caracterizan por descarga nasal serosa en su fase aguda
y mucopurulenta en su fase cronica, fiebre que puede exceder los 42°C (Waller, 2014),
depresion, disfagia, anorexia, linfadenopatia submandibular y retrofaringea, edema, y
estridores respiratorios (Nachon y Bosisio, 2005; HILL et al., 2007). Los casos de
empiema grave de GP, la disfagia es una manifestacion de neuropatia craneal (Freeman
y Hardy, 2012). El empiema en los potros puede ser secundario al timpanismo GP
(Freeman, 1980).

Los condroides son la principal complicacion del empiema de las bolsas guturales que

se origina como consecuencia del acimulo de exudado purulento deshidratado (Nachon
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y Bosisio, 2005; Mallicote, 2015) y que se asocia al mal drenaje de las mismas. También

es frecuente encontrarlos en caballos que padecieron Gurma Equina (Arias et al., 2013).

2.4.2. Micosis

Aunque las enfermedades de las bolsas guturales son relativamente raras, es importante
diagnosticarlas con precision y tratarlas para evitar secuelas, tales como disfagia o
incluso hemorragia fatal, como puede ocurrir ante infecciones micéticas (PERKINS et al.,
2003). Se suele asociar este proceso a ciertas fases de inmunosupresion del caballo por
otras razones y no esta muy claro, pero podria existir cierta disminucién de la cantidad
de inmunoglobulinas del tipo A secretadas localmente por el epitelio, o también estar
asociada a la menor aireacion de la porcién dorsal del compartimiento medial de la bolsa
gutural, lo que favoreceria el crecimiento de hongos por el ambiente microaerdfilo
existente en esa zona (Ruiz de Le6n Robledo, 2002).

Si no se trata, la micosis de la bolsa gutural puede provocar una hemorragia mortal o
signos neuroldgicos irreversibles. Las secuelas atribuibles a la micosis del reservorio
gutural varian desde el dafio a largo plazo de los nervios craneales V, VII, IX, X, Xl o el
tronco simpéatico craneal. La infeccion de estructuras adyacentes puede causar una
fistula faringea, erosionar la pared divisoria entre ambas bolsas, infeccion del oido medio,
osteitis del hueso subyacente o infeccion atlantooccipital (Dixon y Rowlands, 1981) y
artropatia (Walmsley, 1988).

Quinn et al., (2002) argumentan que los hongos con frecuencia presentados en este tipo
de problemas es el Aspergillus fumigatus, cuando las hifas del mismo penetran

profundamente causan necrosis tisular, trombosis, erosion de los vasos sanguineos y
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lesiones nerviosas; es por esto que se recomienda instaurar tratamiento los mas rapido
posible. Nachon y Bosisio (2005), expresan que la etiologia de esta patologia es el hongo
Aspergillus nidulans, y para el tratamiento de esté recomiendan utilizar infusiones en la
cavidad con solucion de iodopovidona al 1%, teniendo cuidado de no provocar neumonia
por aspiracidn y a su vez proponen realizar nebulizaciones con la misma solucion;
cuando la infeccibn es avanzada la intervencién quirdrgica se orienta a prevenir
hemorragias severas. Aunque se utilizan diferentes agentes antifingicos (derivados
iodados, anfotericina B, tiabendazol, miconazol, enilconazol, itraconazol, nistatina,
natamicina) en el tratamiento médico de esta micosis su eficacia es variable (Nieuwstadt
et al., 1994; Church et al., 1986; Davis y Legendre, 1994) o segun algunos autores
cuestionable (Speirs et al., 1995). El tratamiento de eleccién, con o sin administracion de
antifingicos, suele ser quirargico, eliminando la placa micotica mediante reseccion,
ligadura o cateterizacion con balon de la zona de arteria afectada, en aquellos casos en
los que los sintomas de origen neurolégico no comportan un riesgo para la vida del
animal (Barber, 1991).

El diagndstico de la micosis de las bolsas guturales se basa en la historia, los signos

clinicos y la endoscopia de la faringe y las bolsas guturales (Lepage et al., 2004).

2.4.3. Timpanismo

Entre las afecciones de la bolsa gutural, el timpanismo es el menos frecuente (Walsh y
Weinberg, 1979; McCue et al., 1989). El timpanismo unilateral y, mas raramente, bilateral
parece ser mas comun en las hembras que en los machos y en los animales jovenes

(McCue et al., 1989; Freeman, 1992). Se desconoce la etiologia del timpanismo del
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reservorio gutural bilateral y puede deberse a un defecto en el orificio guturofaringeo,
plegamiento de la mucosa, engrosamiento del borde lateral del orificio guturofaringeo,
inflamacion o disfuncion muscular. En estos casos, el orificio gutural faringeo actuaria
como una valvula unidireccional, permitiendo que el aire entre en la bolsa gutural, pero
impidiendo que salga (Forbes y Bennell, 1975; Freeman, 1992). En el caso de
malformaciones congénitas, existe un engrosamiento u otro tipo de cambio en el borde
lateral del orificio guturofaringeo, atrapando aire y liquidos en la bolsa gutural (Forbes y
Bennell,1975; McCue et al., 1989). El timpanismo de la bolsa gutural puede no interferir
con el desarrollo y crecimiento del animal, pero hay casos en los que se presentan
disnea, disfagia, neumonia por aspiracién y, no raramente, empiema secundario de la
bolsa gutural (Freeman, 1992; Edwards y Santschi, 2002). El diagndstico se confirma
mediante exploracion fisica, endoscopia y radiografia (Edwards y Santschi, 2002). La
fenestracion del septo medial de las bolsas guturales es el método mas recomendado
para corregir el timpanismo unilateral (McCue et al., 1989), siendo menos eficaz en el
caso de afeccion bilateral (Forbes y Bennell, 1975).

El pronéstico de los animales con timpanismo de la bolsa gutural es bueno,
especialmente si la afeccion es unilateral y si se trata en las primeras etapas (Freeman,

1992; Edwards y Santschi, 2002).
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2.5. Microscopio

2.5.1. Historia Del Microscopio

Inicialmente el hombre se vio en la urgencia de resolver las necesidades mas primarias,
fue creando las herramientas que le permitieron transformar la realidad y comenzar un
proceso civilizador que no ha cesado en su evolucion. Desde el descubrimiento del
fuego, invencion de herramientas y desarrollo del lenguaje, hasta los mas recientes
desarrollos que han permitido la desintegracion del &tomo y el uso de energia atomica,
la exploracion del cosmos y el desarrollo de multiples disciplinas o campos del saber,
como la biotecnologia, nanotecnologia e infotecnologia, el ser humano, sujeto pensante,
dotado de inteligencia, memoria y voluntad, ha realizado numerosos aportes (Vega,
2012).

En el afilo 3000 a.C. aproximadamente se considera que, por vez primera, se produjo el
vidrio. Existen cuentas egipcias de cristal del 2500 a.C. El lente conocido mas antiguo
estaba hecho de cristal de roca pulido de 4 centimetros de ancho y fue encontrado en la
antigua Ninive, en la legendaria Mesopotamia. Se han hallado en Creta lentes
biconvexos que datan de entre 3000 y 1200 antes de Cristo. Entre los afios 965 y 1020,
Ibn-al-Haitham (también conocido como Alhazen) utilizO para sus investigaciones
espejos esféricos y parabdlicos. En el afio 1000, un inventor desconocido realiza el
primer objeto para ayuda visual, llamado la piedra de leer, era un segmento de una esfera
de cristal que al ser colocada sobre el material de lectura amplificaba las letras (Avalos,

2005).
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En 1590 dos constructores holandeses de gafas, Hans Janssen y su hijo Zacharias
(finales del siglo XVI y principios del XVII), construyeron un aparato con lentes de
aumento que permitia ver los objetos mas pequefios. Combinaron dos lentes convexos
en un tubo opaco y obtuvieron de esta manera una mayor perfeccion en la observacion
de pequefiios objetos con lo cual se fundan los principios del microscopio compuesto y el
telescopio (Parraga y Fernandez, 1994; Delgado y Delgado, 2001). El microscopio de
Zacharias es utilizado y perfeccionado por varios experimentadores y conocido en todos
los paises, se emple6 su sistema Optico en astronomia por Galileo Galilei quien publico
sus observaciones al igual que Kepler. En 1609 Galileo Galilei construyd el primer
microscopio simple. De 1617 a 1619, aparecié ya un microscopio de dos lentes con un
solo objetivo convexo y un ocular, cuyo autor, segun se supone, fue el fisico Cornelius
Drebbel (Sanchez y Oliva, 2015).

Pese a los progresos, aun en estas épocas, la imperfeccidén de los microscopios unido a
la concepcidon metafisica del mundo no permitié dar pasos esenciales con respecto al
conocimiento de las regularidades de la estructura microscopica de los animales y las
plantas (Sanchez y Oliva, 20152015).

El fisico inglés Robert Hooke se intereso por todas las ciencias: astronomia, microscopia,
mecanica, éptica, geologia, fisiologia. Inventé multitud de aparatos para observar, medir
y registrar fenbmenos de la naturaleza. Hooke se esforz6 en aumentar el alcance de los
sentidos, para observar, medir, registrar, analizar y entender lo percibido. Micrografia
(Pequefios dibujos) es de 1665, cuando Hooke tenia treinta afios. La escribié en inglés
y la dedic6 a Carlos Il. Hooke registra e ilustra con su propia mano cincuenta y siete

observaciones microscépicas de minerales, vegetales (entre ellas la observacion de la
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estructura del corcho) y animales. Micrografia se trata en realidad de un tratado sobre
los descubrimientos fisicos y biolégicos que hizo, con la aplicacion de un microscopio
gue él mismo habia construido (Barcat y Hooke, 2003; Cortés, 2008).

El médico y fisidlogo italiano Marcello Malpighi seria de los primeros en ver tejidos vivos
bajo el lente. A Malpighi se le considera el fundador de la Anatomia Microscopica y uno
de los mas importantes bidlogos de todos los tiempos. Nacido en Crevalcore, provincia
de Bolonia, Italia, curs6 sus estudios en la Universidad de Bolonia donde consigui6 el
doctorado en Medicina y Filosofia (1653). En Bolonia labor6 en la catedra de Medicina
Teorica y realizd sus primeros trabajos microscoépicos, luego en Messina extendid sus
estudios anatomicos, limitados a la especie humana, a todos los seres vivos (Ledermann,
2012; Caballero, 2012; Strasburger, 2011).

Entre 1623 y 1723 vivid el hombre considerado padre del microscopio, el holandés Anton
van Leeuwenhoek. Fue el primero que vio y describi6 las bacterias, la levadura, la vida
existente dentro de una gota de agua y la circulacion de corpusculos sanguineos en los
vasos capilares pues invent6 el microscopio en las Provincias Unidas (Avalos, 2005;
Rosler y Young, 2011; Géngora, 2005). En 1668 Anton van Leeuwenhoek tomando como
referencia el invento de Hooke, fabricd un microscopio al cual doté de poderosos lentes
de aumentos y empleando técnicas mas efectivas, logré observar todo lo visto por Hooke.
Asi con la aparicion del microscopio Optico, observé microbios, sangre, plumas, pdlvora,
pelos, insectos, minerales, fibras musculares, peces, espermios, semillas, arboles y
plantas. Observé también la placa dental compuesta por depésitos blandos con

microbios y restos de comida (Ledermann, 2012; Gonzalez et al., 2004; Diaz et al., 2011).
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De esta manera se tiene que al principio existieron solo dos modelos de microscopios, el
sencillo que era simplemente un solo lente montado en un dispositivo y el compuesto
gue combinaba dos o0 mas lentes en un mismo dispositivo (Sanchez y Oliva, 2015; Ford,

2002).

2.5.2. Historia De La Microscopia Electronica

Después de la invencion del Microscopio electronico de transmisién (TEM) surgio la
propuesta de un microscopio electrénico de barrido (SEM) por el propio Knoll en 1935,
pero fue necesario esperar mas de 30 afios para que el primer SEM saliera al mercado
debido a problemas tecnoldgicos, pues era necesario comprender y solucionar los
efectos causados por las aberraciones y lograr un sistema de barrido con suficiente
rapidez de respuesta (Goldstein, 1992).

En 1938, Manfred von Ardenne introduce un sistema de barrido dentro del disefio de un
TEM, lo cual significé la obtencién de un nuevo tipo de microscopio: el microscopio
electrénico de barrido—transmisiéon (STEM, por sus siglas en inglés). Un afio después,
Boersch logra haces electronicos con longitudes de onda del orden de los 2.5 nm, lo que
implicé una mejoria considerable en el disefio del SEM (Scott, 1983). En plena segunda
guerra mundial, en 1942, se produce un salto considerable en el desarrollo del SEM con
los trabajos de Vladimir K. Zworykin, Charles William Oatley y colaboradores de donde
se obtiene un prototipo del detector de electrones secundarios. Para su obtencion se
aplicé una carga de recoleccion de +50V a una caja de Faraday y se acoplé a un tubo
fotomultiplicador (Scott, 1983). A pesar de estos aportes, la resolucion del microscopio

SEM solo lleg6 a los 50 nm y a 8,000x de aumento (Reyes, 2020).
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En 1944, Manfred von Ardenne logra una resolucion de 1.5 nm en el microscopio STEM,
pero se presentan importantes problemas de mantenimiento, reparacion vy,
principalmente, de interpretacion de las imagenes observadas con el TEM (Hirsch et al.,
1977). En 1946, James Hiller obtiene una resoluciéon de 1 nm. En 1947, James Hiller y
Edward G. Ramberg desarrollan una lente objetiva con correccién de astigmatismo. En
1948, bajo la direccion de Charles Williams Oatley, Dennis McMullan desarrolla una
fuente estable de alto voltaje para alimentar el flamento de electrones y se introduce en
el tubo de rayos catddicos (TRC) como sistema de observacion de las imagenes del
SEM. Estas nuevas adiciones representaron un importante avance en el desarrollo de la
microscopia electrénica (Nixon, 1998).

En 1951, Raimond Castaing inicia el desarrollo de la espectroscopia por rayos X
caracteristicos (EDS, por sus siglas en inglés) (Scott, 1983), que al incorporarla al
sistema 6ptico del SEM lo convertia en un instrumento analitico. También, en 1951,
James M. Lafferty descubre que los cristales de LaBs emiten una mayor densidad de
electrones que los alambres de W, con un area de emision correspondiente a un solo
atomo, pero requieren de un sistema de vacio que produzca un vacio de 107 torrs como
minimo (Kimoto, 1985). A la par, Erwin Wilhem Muller y Kanwar Bahadur inventan el
microscopio de campo iénico (FIM) y observan posiciones atomicas por primera vez
(Breton, 2004). En 1956, ocurre otro avance importante en la microscopia electronica
cuando K. C. A. Smith introduce el procesamiento no lineal de las sefiales, el barrido con
doble deflexion del haz, la correccion electromagnética del astigmatismo y un sistema

eficaz de centrado de las aperturas. Dando continuidad a los trabajos de Dennis
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McMullan, Thomas E. Everhart y Richard F. M. Thornley desarrollan, en 1960, un
detector basado en el empleo de un dispositivo centellador (Breton, 2004).

En la actualidad, la evolucién de la microscopia electronica no se ha detenido. Aunque
han surgido otros microscopios como los de fuerza atémica con resoluciones en el rango
atomico, el SEM y el TEM conservan aun un importante sector en los requerimientos de

una gran cantidad de ramas del conocimiento humano (Reyes, 2020).

2.6. Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

El &rea de la Microscopia electronica incluye basicamente dos tipos de microscopios
electronicos:
e Microscopio Electrénico de Barrido (MEB).

e Microscopio Electrénico de Transmision (MET).

El Microscopio Electronico de Barrido convencional (MEB) es un instrumento cuyo
funcionamiento se basa en el barrido de la superficie de un espécimen, por medio de un
haz de electrones cuyo diametro es disminuido (entre 4 nm y 200 nm), por lentes
electromagnéticas formadas por el paso de corriente a través de solenoides (bobinas).
Después de que el haz de electrones interacciona con la muestra, se generan varios
tipos de sefales, las cuales son colectadas por un detector especifico para cada una de
ellas. Finalmente, se produce una imagen en el monitor de TV que puede ser almacenada

en una placa fotografica o digitalmente (Gonzalez y Noguez, 2006).
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El MEB puede proporcionar aumentos bajos de la superficie de un material, similares a

los que podrian ser observados en un Microscopio de luz (MO), lo cual ayuda a simplificar

la interpretacion de imagenes (Gonzélez y Noguez, 2006).

Tabla 1. Limites de resolucion y aumentos del MEB convencional, el MET y MO

(Recopilado de Gonzalez y Noguez, 2006).

Microscopio Resolucion (hm) | Aumento minimo y maximo
Microscopio electrénico 3-4 10X — 300,000 X
de barrido (MEB)
Microscopio electrénico 0.15-0.4 50X — 4X10°6X
de transmisién (MET)
Microscopio de luz (MO) 100-200 10X — 2000X

Resolucion

La resolucién o limite de resolucién se define como la distancia minima que separa dos

puntos en un objeto y que pueden observarse en la imagen como dos puntos separados

(Gonzéalez y Noguez, 2006).
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Figura 6. Limite de resolucion de los microscopios de luz y electronicos (Gonzéalez y Noguez, 2006).

Pardmetros para el limite de resolucién

La longitud de onda (A). La relacion entre la longitud de onda promedio del haz de
electrones y la resolucion del MEB se explica mejor con base en la ecuacion de Abbe
(Ec.1); mientras, el valor en el numerador (A\) sea mas pequeno, el valor de la resolucion
(R) sera menor; es decir, el MEB tendra una mayor resolucion e indicara que el
instrumento Optico tendra una mayor capacidad para revelar estructuras mas pequefias

en la superficie del espécimen (Gonzélez y Noguez, 2006).
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Ec. de Abbe (Ec.1)

R= Resolucion.

R= K 2 A= Longitud de onda de la radiacion utilizada.
eend K= cte. (MO= 0.96).
n= Indice de refraccion del medio.

o= apertura numeérica.
Voltaje de aceleraciéon. Por medio de la ecuacion de De Broglie (Ec.2), se puede inferir
gue longitudes de onda menores se obtienen al incrementar la velocidad con que son

acelerados los electrones (voltaje de aceleracién) dentro de la columna electréon-6ptica

(Gonzélez y Noguez, 2006).

Mayor voltaje de \

aceleracion

Ec. De Broglie (Ec. 2)

A= Longitud de onda de la radiacion (e").
P h= cte. De Planck (6.66X10?4Js).
m= Masa del electréon (9.11X1031Kg).

v= Velocidad del haz de electrones.

Spot size. El diametro de la punta del haz o spot size influye en la resolucién y depende
de la capacidad que tenga el sistema Optico-electromagnético (lentes) para disminuir el

diametro del haz. Entre mas pequefio sea el didmetro de la punta del haz con la que se
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barre la superficie de la muestra, éste tendra mayor sensibilidad para detectar todos sus

rasgos topograficos (Gonzéalez y Noguez, 2006).

2.6.2. Profundidad de campo

La profundidad de campo es la distancia entre dos planos en relacién con el objeto que
pueden observarse en foco en el plano imagen; define la capacidad que tiene el
microscopio para mostrar imagenes en foco de estructuras en un objeto a diferentes
niveles de profundidad. Esta caracteristica es la que les da aspecto tridimensional a las

imagenes obtenidas con el MEB (Gonzalez y Noguez, 2006).

2.6.3. Principales Componentes Del MEB

La columna electrén-éptica esta compuesta por:

1) Elcafion
2) Las lentes electromagnéticas
3) La céamara del espécimen.
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Figura 7. Componentes de la columna electron-6ptica del MEB convencional (Gonzalez y Noguez, 2006).

Canon

El cafidn esta constituido por tres partes: El catodo (-) o fuente de electrones del haz
primario, el cilindro de Wehnelt, y el anodo (+). Estos dos altimos son cilindros con un
pequeio orificio por donde pasa el haz de electrones emitido por el flamento hacia las

lentes electromagnéticas (Gonzalez y Noguez, 2006).

Tipos de catodo

Fuentes de electrones que se utilizan actualmente en microscopia electronica de barrido
son:
e El filamento de tungsteno (W).

e El filamento de hexaboruro de lantano (LaBs).
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e El citodo de emision de campo.

Tabla 2. Caracteristicas generales de fuentes de electrones mas cominmente utilizadas en MEB.
(Recopilado de Goldstein et al., 1992).

Filamento Diametro de la Corriente — | Duracién Vacio
fuente (Crossover) del haz requerido
Tungsteno (W) 50 um 1.75 Alcm? 40a80h | 10%Torr
Hexaboruro de 10 um 65 A/cm? >1000 h | 10 Torr
lantano (LaBs)
Emision de 10 nm 1000 a 10° >3 aflos | 10! Torr
campo (W) Alcm?

Filamento de tungsteno (W)

El catodo de este cafion es de tungsteno (filamento), es el mas comun. El catodo de
tungsteno es calentado cuando se aplica una corriente eléctrica de 2.5 Aa 1V a través
de las terminales del filamento. Al flujo de corriente a través del filamento se le llama
corriente del filamento. A través del proceso de emision termoionico, se produce una
nube de electrones. Como el filamento se calienta, a este cafion se le llama cafén de
catodo caliente. Entre mas corriente pasa a través del filamento, este mas caliente
estara. El catodo de tungsteno opera a temperaturas de 2700 K (2427 oC), lo cual resulta

en una emision de electrones de 1.75 Alcm2 (Avalos, 2006).
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Figura 8. Diagrama del cafién, constituido por el filamento, cilindro de Wehnelt y el &nodo. Entre el cilindro

de Wehnelt y el anodo se observan lineas equipotenciales correspondientes a la lente electrostéatica
(Goldstein et al., 1992).

Filamento de LaBe

Se coloca un cristal de LaBs sobre un filamento de tungsteno, al aplicar un voltaje entre
las dos terminales del filamento, se ocasiona el calentamiento del cristal y por ende la
emision de electrones. Este filamento ofrece algunas ventajas sobre el de tungsteno: a)
Larga vida. b) Produce un haz de electrones con un brillo 510 veces mas que el de

tungsteno. c) Se produce un haz de menor diametro (Avalos, 2006)
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Figura 9. Esquema del filamento de hexaboruro de lantano (LaB6) (Goldstein et al., 1992).

Céatodo de emision de campo

Mientras en los dos primeros los electrones son expelidos por calentamiento, en el de
efecto de campo son extraidos por un intenso campo eléctrico. Una vez libres, los
electrones son acelerados sometiéndolos a una gran diferencia de potencial eléctrico. Es
posible obtener emision de un material aplicando una diferencia de potencial (voltaje
extractor) a una punta muy fina (por ejemplo, un cristal de W); de tal manera que
aparezca un campo eléctrico suficientemente alto que permita la tunelizacion de los
electrones, los cuales son luego acelerados por la aplicacion de un voltaje acelerador

(Avalos, 2006).



38

PUNTA

EMISION DE

CAMPO — e
Vv,

PRIMER § Yo

ANODO _.@

SEGUNDO

ANODQ =

Figura 10. Esquema de la estructura del cadtodo de emision de campo (Goldstein et al., 1992).

Lentes electrostéticas y electromagnéticas

En la columna electron-6ptica del MEB existen dos tipos de lentes:
A. La lente electrostatica generada en el cafion.

B. Las lentes electromagnéticas en la columna electrén optica.

Lente electrostaticay el crossover

La lente electrostatica se forma por efecto de diferencias de potencial entre el filamento,
cilindro de Wehnelt y el &nodo. El haz de electrones al pasar a través de las lineas
equipotenciales de este campo electrostatico se comporta como la luz al pasar por un

medio de menor a uno de mayor indice de refraccidn, convergiendo en un punto
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denominado crossover, definido como la primera imagen de la nube de electrones
formada en la punta del filamento (Gonzalez y Noguez, 2006).

El didametro de este crossover do depende principalmente del material del que esté hecho
el filamento; por ejemplo, el filamento de tungsteno produce el crossover con diametro
mas grande (50 ym), comparado con los producidos por el filamento de LaB6 o de
emisién de campo. Entre mas pequefio sea el didmetro del crossover mas pequefia sera
la “punta” del haz (spot size) con la que se barrera al espécimen, y mayor sera la
resolucién del equipo, debido a que el diametro final del spot size sera el que se obtenga
después de la reduccién del didmetro del crossover por la lente condensadora y objetivo

(Gonzélez y Noguez, 2006).

Lentes electromagnéticas

Sistemas capaces de formar imagenes con una radiacion: Un punto real a un punto
imagen. Las lentes condensadoras constan de cables de cobre, y en estas los electrones
describen trayectorias helicoidales, ya que la particula cargada pasa por un campo
magnético. Se utiliza para disminuir el tamafio del haz de electrones proveniente del
cafion con la finalidad de aumentar la resolucion. Si se aumenta la corriente en las lentes
condensadoras, la distancia focal sera menor, el punto sera mas pequefio y por lo tanto
se tendra una mejor resolucion. Las lentes objetivas se utilizan para enfocar el haz de
electrones sobre la muestra, por medio de ella se obtendra la imagen de la muestra

(Avalos, 2006).
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Principales aberraciones en las lentes:

a) Aberracion esférica: Es causada cuando la radiacion electromagnética esta enfocada
en un punto focal diferente, dependiendo de la parte de la lente que transmite la
radiacion. Los electrones cercanos al eje optico son enfocados en un punto focal que
esta mas lejos (AVALOS, 2006).

b) Aberracién cromética: Resulta en el enfoque de la radiacién electromagnética de

diferentes longitudes de onda (y de velocidad) en un punto focal diferente. A menor
longitud de onda los electrones son enfocados lejos de la lente y a mayor longitud de
onda ocurre lo contrario. Lo causa la variacion en la velocidad de emision del haz de
electrones, cambios en el voltaje de aceleracion y cambios en la corriente de las
lentes. Se corrige con la produccion de un haz de electrones monocromatico, donde
todos los electrones tienen la misma velocidad (AVALOS, 2006).

c) Astigmatismo: La incapacidad de las lentes de traer rayos de luz o electrones a un

punto, por la diferencia en la fuerza de las lentes en la direccién X y Y. esta aberracion

limita la resolucion (Avalos, 2006).

Camara del espécimen

Comprende la plataforma donde se coloca la porta-espécimen y su tamafio varia de
acuerdo con el microscopio. El tamafio de la muestra que puede introducirse puede ser
tan pequefia como de unos cuantos milimetros hasta de un poco mas de 12 cm,
dependiendo del microscopio. La plataforma donde se coloca el porta-muestra puede

rotar, inclinarse o moverse en los ejes X, Y y Z. El pardmetro Z, es la distancia de base
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del lente objetivo a la superficie del porta-muestra, término que es importante distinguir
del denominado distancia de trabajo, cuyas siglas en inglés son WD, que consiste en la
distancia de la base del lente objetivo a la superficie de la muestra (donde el haz de
electrones es enfocado por el lente objetivo (Gonzalez y Noguez, 2006).

A veces Z=WD, pero a menudo Z#WD, esto ocurre porque la muestra es mas alta o mas
baja que el porta-muestra, lo cual es importante tener en cuenta sobre todo si el
microscopio trabaja con WD variable, debido a que, en este tipo de equipos, cuando se
enfoca la imagen, tanto la punta del haz de electrones primarios como la porta muestra

se acercan o alejan del lente objetivo (Gonzalez y Noguez, 2006).

Z+WD

(A) (B)

Figura 11. (A) La muestra no rebasa la parte superior del porta-muestra, por lo tanto, Z=WD. (B) La
muestra es mas alta que el porta-muestra, entonces Z#WD. Z= distancia de la base del lente objetivo a la
superficie del porta-espécimen, WD= distancia de la base del lente objetivo a la superficie del espécimen,
LO= lente objetivo (Gonzalez y Noguez, 2006).
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Sistema de Deteccidn

Este sistema se encarga de colectar distintas sefales (ej. electrones secundarios,
electrones retrodispersados O backscattered (BSE), electrones Auger, radiacién
bremsstrahlung, etc.) que surgen del espécimen debido a la interaccién del haz de
electrones con los atomos de la muestra. Estas radiaciones proporcionan diferentes
clases de informacion si se coloca un detector especifico para cada una de ellas

(Gonzalez y Noguez, 2006).

Principales tipos de detectores que se utilizan:

1. El detector escintilador (conocido como de Everhart y Thornley)
2. El detector de estado solido.

Detector Escintilador o de Everhart y Thornley

Es usado ampliamente para la deteccion de electrones secundarios y en menor
proporcién para electrones retrodispersados. Consiste principalmente en una jaula de
Faraday (colector), escintilador, tubo de cristal o cuarzo (light pipe), fotomultiplicador y

preamplificador (Gonzalez y Noguez, 2006).
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Figura 12. Detector de Everharty Thornley (1960) o escintilador para la coleccion de la sefial de electrones
secundarios. PMT= fotomultiplicador, SEI= imagen de electrones secundarios, BEI= imagen de electrones
retrodispersados. (Catalogo JEOL, N0.1501A176).

Detector de estado so6lido

Es un semiconductor delgado (varios milimetros) y plano. Hay dos: (A) uno es usado
para la deteccion de electrones retrodispersados o backscattered (BSE), y el otro (B)

para la coleccion de la sefal caracteristica de rayos X (Gonzalez y Noguez, 2006).

e Detector electrones retrodispersados (BSE). De unos pocos milimetros de grosor,
se localiza generalmente en la parte superior del espécimen; comprende un par
de semiconductores anulares y uno para imagen shadow. Procesa las sefales
obtenidas y produce tres tipos de imagenes: topo, shadow y compo, que dan
informacion de la topografia y de las propiedades fisicas y quimicas del espécimen

(Gonzalez y Noguez, 2006).
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Figura 13. Detector semiconductor para la coleccién de electrones retrodispersados (BSE). En la parte
inferior se muestra un diagrama de las diferentes opciones de procesamiento de la sefial. (Catalogo JEOL
N0.1501A176).

e Detector del espectrometro por dispersion de energia de rayos X (EDS). El
detector de estado sdlido del EDS es un semiconductor compuesto generalmente
por un cristal de silicio-litio, el cual, tiene comunmente un didmetro de 10 mmy un
grosor de 3 mm. Idealmente, se deberia usar un cristal de estructura perfecta y
alta pureza; sin embargo, mientras mas puro sea un cristal, menos corriente
conduce, a diferencia de uno con impurezas. Para compensar la falta de
impurezas en el cristal de silicio puro, atomos de litio son difundidos en el cristal,
lo que da como resultado un detector de Si (Li). Asi, las imperfecciones e

impurezas en la estructura cristalina del silicio contribuiran a mejorar la

conductividad del cristal y disminuir el ruido o background producido por
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conductividad residual que causa un incremento en la absorcion de rayos X
(Gonzélez y Noguez, 2006). Este detector esta aislado del vacio del MEB por
medio de una ventana, que anteriormente era de berilio (Goldstein et al., 1992;
PHILIPS, 1995). En la actualidad este detector tiene una ventana transparente a
los rayos X, la cual puede ser de dos tipos: ultra-thin windows (UTW) o super ultra-
thin windows (SUTV). La ventana consiste de una capa evaporada de aluminio o
de un polimero delgado, normalmente de alrededor de 0.3 mm de grosor (Philips,
1995); ésta puede permanecer a presiones atmosféricas por lo que la ventilacion
de la camara del espécimen no causa problemas.

ORO
20 nm

>

ELECTRONES
———

> —_-—
FRNRA VACANCIAS

HACIA EL
AMPLIFICADOR

- 1000;—1 «— REGION CON —-j D

0.1 um LITIO
CAPA e}

INACTIVA
> je= B um VENTANA DE

BERILIO

Figura 14. Esquema del detector de rayos X. Los rayos X pasan a través de una delgada ventana y
producen pares de huecos dentro del cristal semiconductor (Philips, 1995).
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Sistema de Vacio

Las bombas de vacio tienen como funcion producir el alto vacié necesario para que el
haz de electrones no sea desviado por los &tomos de gas (Gonzalez y Noguez, 2006).
Tipos de bombas de vacio:

e La mecanica (RP).

e Ladifusora (DP).

e Laturbomolecular (TP).

e Laionica (IP).
La bomba mecanica o rotatoria efectia el prevacio y, al trabajar simultaneamente con la
bomba difusora, saca las moléculas de gas que extrae ésta ultima de la columna para
obtener el alto vacio.
Sin embargo, la bomba difusora presenta la desventaja de trabajar con aceite, el cual
puede contaminar la columna con monocapas de aceite que al interaccionar con el haz
de electrones contaminan la superficie de la muestra e interfirieren en su analisis quimico
(Gonzéalez y Noguez, 2006).
Las bombas idnicas, a diferencia de las primeras mencionadas, son limpias, libres de
vibraciones; se utilizan para obtener un ultra alto vacio (*°-* torr) requerido cominmente

cuando se utiliza catodo de emisibn de campo o microscopia electronica de alta

resolucion (Gonzalez y Noguez, 2006).



47

A) Bomba rotatoria B) Bomba difusora

Entrada (10° Torr)

Conector de I~ °°I %o
. entrada (10-3Torr) J ",
salida , r Baffle & o 0
A :,: !} e 9
== ey Agua == \}««g«g LTI
Vs’l!vula de ||2isopee | Succién s, g}:\q‘;‘ - gu
salida ; Indicador del y “ 2 NS ¢ ) 1
= % E nivel de aceite Cubierta Apertura de salida (10- Torr)
Aceite _|[7 ]
Stator R’ -
Resorte Rotor 4—9'

s i "ll
Paleta

Compresion

C) Bomba Turbomolecular D) Bomba iénica
Cuerpo de
Rotor la homba
Catodo
Titanio
N — Anodo Q
Salida & >
ol - gt S b £ 7o v e e \
_| | NF & x
| ey <4< 3
- N \
< : —REE N
[ Motor ] : N\
\ T y
- W

Figura 15. Diagramas de los diferentes tipos de bombas de vacio usualmente utilizadas en el MEB. (A)
Bomba rotatoria, (B) Bomba difusora, (C) Bomba turbomolecular, (D) Bomba i6nica (Gonzalez y Noguez,
2006).

2.6.4. Formacion de lalmagen

El proceso para generar la imagen del espécimen se inicia en el cafion al calentarse el
filamento por corriente alterna y emitir un haz de electrones primario, que es atraido por
el anodo, el cual es mantenido a un voltaje positivo (entre 5 y 30 Kv) con respecto al

filamento. Este haz de electrones con didmetro do (seccidén 5.1.2A), al seguir su camino
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a través de la lente condensadora y del lente objetivo, es reducido a un diametro final,

con el que barrera la superficie del espécimen (Gonzalez y Noguez, 2006).

Cafnon

Lente
condensadora

Apertura de la

lente objetivo Bobinas de

barrido

Lente objetivo Circuito de

barrido

Espécimen

Detector de e-
secundarios

Amplificador de la
sefal de video

Bobina de "deflexion"

Tubo de Rayos
Catodicos (TRC)

Figura 16. Formacion de la imagen del espécimen en el MEB. Los electrones de haz primario, al
interaccionar con los atomos de la muestra, generan electrones secundarios, los cuales son colectados
por el detector de Everhart y Thornley; después éstos, en sincronia con otro haz, barreran la pantalla del
monitor del TRC para modular su contraste y brillantez, lo que producira la imagen (Gonzalez y Noguez,
2006).

El barrido del haz sobre la superficie de la muestra se realiza a través de bobinas de
barrido, ubicadas cerca del lente objetivo, que lo mueven primero de manera horizontal
y luego diagonalmente con un movimiento rapido sin tocar la superficie, es decir

‘volando”, para regresar justo a un punto debajo de donde inicié la primera linea de
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barrido. Asi contindla su movimiento barriendo renglones muy cercanos, hasta el dltimo
punto de la dltima linea en el area rectangular elegida por el aumento seleccionado

(Gonzélez y Noguez, 2006).

-
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.

~
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Figura 17. Dos pares de bobinas de barrido mueven el haz de electrones primario sobre el espécimen.
Primero, el haz de electrones es movido por las bobinas de barrido horizontal y después, por efecto de
ambas bobinas (horizontal y vertical), el haz es movido diagonalmente “sin tocar la muestra”; esto define
una linea de barrido (Gonzéalez y Noguez, 2006).

Al interaccionar el haz de electrones primario con los atomos de la muestra, se generan
electrones secundarios que, en sincronia con otro haz, barreran el monitor del tubo de
rayos catédicos (TRC) para modular su brillantez. Es decir, el movimiento del haz en
direccion x-y en el TRC esta sincronizado con los voltajes de desviacion del haz de
electrones primarios, de tal forma que cada punto en el espécimen con que el haz

primario interaccione sera proyectado directamente como un punto sobre el monitor, lo
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gue producira una imagen de la topografia de la superficie del espécimen (Gonzélez y

Noguez, 2006).

Contraste de laimagen

La brillantez de cada punto en la imagen del monitor de TV dependera de la cantidad de
electrones secundarios que salgan del punto correspondiente en la superficie de la
muestra. Entonces, electrones producidos de la parte mas profunda de un hueco; tendran
menor probabilidad de llegar al detector, que los que estan mas en la superficie; de esta
manera, una superficie con bajo relieve se observara mas oscura que una con mayor

relieve (Gonzéalez y Noguez, 2006).

2.7. Andlisis de rayos-X

Los rayos X se producen en SEM, TEM y STEM, por la interaccibn muestra-haz, y son
caracteristicos del elemento presente en el material. Los rayos x son resultado de una
dispersidén inelastica. Un hueco en un orbital interno es llenado por un electron de uno de
mas alta energia. La diferencia entre los niveles resulta en la emision de rayos-X. Cada
rayo-X producido tiene un nombre basado en el nombre del nivel (K, L, M, N) en el que
se produjo, y del que viene el electron que cubrié el hueco. Si el hueco estaba en el nivel
K y fue llenado por un electrén del nivel M, entonces se produce un rayo-X KB (Avalos,

2006).



51

2.8. EDS y WDS

Los elementos en una muestra pueden ser determinados por la medicion de la energia
o de la longitud de onda de los rayos que son producidos. La medicion de energia es
llamada espectroscopia de energia dispersada (EDS) y la medicién de la longitud de
onda se le conoce como espectroscopia de longitud de onda dispersada (WDS)

(AVALOS, 2006).

EDS.

EDS es unatécnica de identificacion y cuantificacion elemental de la composicion de una
muestra. Esta técnica usa rayos x que son emitidos de la muestra durante el bombardeo
con un haz de electrones. La columna de microscopia electronica debe tener un detector
de EDS de rayos X, que mide el numero de rayos x emitidos (cuentas) vs energia, la
energia de rayos x es caracteristica del elemento del cual los rayos x fueron emitidos.
Los espectros se obtienen en una pantalla con los picos identificados, para un analisis
cualitativo y cuantitativo. Otro tipo de datos obtenidos son los llamados ROI (region de
interés), que es un area del espectro que puede ser ubicada alrededor del pico asociado
con un cierto elemento. Las areas con muchos puntos indican alta concentracion del

elemento (AVALQOS, 2006).

2.9. Anaélisis cualitativo

En el andlisis cualitativo se identifican los elementos presentes en la muestra, este

analisis se basa en la ley de Moseley:
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E=C1 (Z-C2)

e E= Emisién de linea dada por la serie de rayos x (por ejemplo, la serie k)
e Z=numero atomico del elemento

e Cly C2 son constantes
La ley de Moseley nos dice que las energias de rayos x son proporcionales al nimero
atomico. La determinacion de energia de los rayos x involucra la identificaciéon de los

picos presentes en el espectro (Avalos, 2006).

2.9.1. Preparaciéon de muestras.

Para la caracterizacion de una muestra en SEM, esta debe cumplir lo siguiente:

1) Libre de agua, solventes u otros materiales que se puedan vaporizar a vacio y
contaminen la columna o causar problemas en el vacio (Avalos, 2006).

2) Ser eléctricamente conductora. Las muestras biolégicas no cumplen con lo
anterior, por lo cual requieren de preparacion. Cuando una muestra no es
conductora, tiende a cargarse, lo cual afecta la imagen final, ya que habra partes
mas oscuras que otras, o simplemente se produciran lineas anormales. Las
muestras bioldgicas son principalmente no conductoras y se les pone una capa
delgada de un metal para hacer la superficie conductora. Las muestras

metallrgicas requieren de pulimento (Avalos, 2006).



53

3. OBJETIVO GENERAL

Analizar la ultraestructura de las bolsas guturales (BG) mediante microscopia electrénica
de barrido, para contribuir al conocimiento de un 6rgano que provoca varios problemas

de salud en equinos.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Describir la ultraestructura de las BG correspondiente a la plica neurovasculosa

carotis interna.

2.- Describir la ultraestructura de las BG correspondiente a la plica accessoria neuralis.

3.- Comparar los valores medios de profundidad de los pliegues de tres regiones

diferentes.

4.- Comparar los valores medios del ancho de los pliegues de tres regiones diferentes.
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5. MATERIALES Y METODOS

En este estudio se utilizaron las cabezas de cuatro caballos sacrificados en Canelones,
Uruguay. Los especimenes fueron manipulados y tratados de acuerdo con los
lineamientos de la Junta de Etica local de la Universidad de la Republica, Uruguay. En el
momento de la diseccidn, estos animales estaban sanos y no presentaban patologias
aparentes en sus bolsas guturales.

Las cabezas se seccionaron en el plano medio y se retiraron pequefias secciones de las
bolsas guturales y se fijaron inmediatamente en glutaraldehido al 2.5% durante 24 h. Se
realizo una fijacion secundaria en tetroxido de osmio al 1% durante 1 hora y las muestras
se deshidrataron con acetona.

Para la microscopia electrénica de barrido, las muestras se sometieron a un proceso de
punto critico (Denton Vacuum Critical Point Dryer) donde la acetona absoluta se sustituye
por diéxido de carbono. Luego de que el didéxido de carbono alcanza el punto critico se
libera y las muestras estan listas para ser recubiertas con oro a 10 mA durante 120
segundos en un recubridor Denton Vacuum Desk II. Las muestras se observaron en un
microscopio electronico Jeol 5900 LV a 25 KeV. Las muestras se observaron y
fotografiaron con un microscopio electrénico de barrido (Jeol JSM-5900LV, Jeol Ltd.,

Tokio, Japdn).
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Andlisis estadistico

La profundidad y el ancho de los pliegues se midieron con Imagen J™, utilizando 10
medidas para cada variable en cada region. Los resultados se compararon mediante

estadistica no paramétrica (Kruskal-Wallis) utilizando el software Statistical 6.0.
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6. RESULTADOS

Como se muestra la Figura 18, la bolsa gutural esta dividida en compartimento lateral y
compartimento medial por el hueso estilohioideo.

La mucosa de la BG estaba profundamente plegada (Figuras 18, 19, y 20), lo que fue
evidente por microscopia electronica de barrido. En la mayoria de los animales, la
superficie presentaba zonas bien ciliadas con numerosas células caliciformes y otras

regiones desprovistas de cilios.

ZBB M0 L

Figura 18. Ultraestructura de las BG correspondiente a plica neurovasculosa carotis externa mostrando
gue estaba muy plegada. A) Region no ciliada, aumento de 65 X. B) aumento (450 X).

En muestras de las BG del area alrededor de la plica neurovasculosa carotis externa se
observoé este patron mixto de regiones ciliadas y no ciliadas. Sin embargo, las muestras
de las BG de plica neurovasculosa carotis interna y plica accessoria neuralis presentaron
alto contenido de mucosa donde no se distinguieron esas regiones (ciliadas y no ciliadas)

(Figuras 19, 20).
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Figura 19. Ultraestructura de las BG correspondiente a la plica neurovasculosa carotis interna. A)
Ampliaciéon 1000 X. B) Ampliacion 1700 X.
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Figura 20. Ultraestructura de las BG correspondiente a la plica accessoria neuralis mostrando que estaba
plegada y desprovista de cilios. A) Ampliacién 85X. B) Aumento 95X. C) Ampliacién 430X.

La Figura 21 muestra la comparacién de la profundidad de los pliegues entre las tres
regiones analizadas. Se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) entre la plica
accesoria neuralis y las otras dos regiones, lo que sugiere que los pliegues son mas

profundos en este sitio de las BG.
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Figura 21. Comparaciéon entre valores medios de la profundidad de los pliegues para las tres regiones
estudiadas. Donde: 1 es plica neurovasculosa carotis externa, 2 es plica accessoria neuralis y 3 es plica
neurovasculosa carotis interna.

1 2 3

La Figura 22 muestra la comparaciéon de ancho de pliegues entre las tres regiones
estudiadas. En este caso, se observaron diferencias significativas (P < 0.05) entre la plica
neurovasculosa carotis interna y las otras dos regiones, lo que sugiere que los pliegues

son mas anchos que en los otros sitios.
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Figura 22. Comparacion entre valores medios del ancho de pliegues para las tres regiones estudiadas.
Donde: 1 es plica neurovasculosa carotis externa, 2 es plica accessoria neuralis y 3 es plica
neurovasculosa carotis interna.
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7. DISCUSION

Las bolsas guturales son tipicas de los equinos, pero también estan presentes en
rinocerontes (Dicerorhinus sumatrensis, Rhinoceros unicornis y Diceros bicornis), tapir
(Tapirus terrestris, Tapirus indicus y Tapirus bairidi) y en Hyracoidea (Procavia capensis),
siendo taxondmicamente animales pequefios relacionado con los elefantes (Richter,
1923; Lechner, 1932).

La superficie de la mucosa respiratoria ciliada en las GP de los equinos se describe
mediante microscopia electronica de barrido por Manglai et al., (2000). Como se observoé
en este estudio, estos autores mencionaron la alta presencia de células caliciformes,
pero sefalaron diferencias significativas entre regiones, lo que sugiere que la capacidad
de aclaramiento extrafio de la mucosa de las BG varia segun la region. Pudimos observar
gue existen extensas regiones sin cilios y células caliciformes, sin embargo, algunas de
ellas pueden estar enmascaradas por mucosas.

El moco cubre la superficie de la mucosa manteniendo la humedad de las bolsas
guturales. Aunque la funcion de las BG aun esta en debate, algunos autores afirman que
estas estructuras contribuyen a reducir la temperatura sanguinea que circula en la arteria
cardtida interna para conseguir que el cerebro tenga una temperatura mas baja
(Babptiste, 1998; Babptiste et al., 2000). Sin embargo, las bolsas guturales estan
involucradas en algunos aspectos patolégicos como descargas purulentas, secreciones
mucosas sanguinolentas y muchas otras anormalidades detectadas durante la

inspeccion (Borges y Watanabe, 2011).
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Arias y Zuluaga (2010) analizaron los glucocomponentes de la mucosa en las BG
sugiriendo que estos componentes son esenciales para mantener hidratada la superficie
de las BG, los cuales estan sujetos a un secado continuo por la entrada de aire.
Doscientos treinta litros de aire deben ingresar en las bolsas guturales cada minuto con
una velocidad de 18 km / h con el objetivo de enfriar la sangre destinada al cerebro,
proceso crucial para la supervivencia (Mitchell et al., 2006), debido a que la temperatura
maxima en el cerebro del caballo doméstico no debe superar los 40,5 ° C (McConaghy
et al., 1995). La presencia de estas sustancias en la mucosa, entonces, podria retardar
el secado de dicha superficie no solo durante el ejercicio sino también cuando la
temperatura corporal aumenta por diferentes causas, contribuyendo a los mecanismos
de enfriamiento y evaporacion del aire. Pudimos observar que, en caballos sanos, la
mucosa esta cubriendo extensamente la superficie del epitelio, apoyando los hallazgos
de Arias y Zuluaga (2010).

Briggs (2000) describe una experiencia en la que se compara la temperatura en la BG
durante el ejercicio y el descanso en varios equinos. Los resultados mostraron que, en
reposo, la temperatura del aire en la bolsa gutural era incluso un poco mas calida que la
temperatura central del caballo. Pero durante el ejercicio, mantuvo una temperatura
agradable y uniforme de aproximadamente 37,5 ° C (99,5 ° Fahrenheit). En los caballos
en ejercicio, la sangre definitivamente se enfri6 a medida que corria por el espacio de
aire de la bolsa gutural, desde aproximadamente 39,5 ° C (103,1 ° F) en el lugar donde
la arteria car6tida interna ingresa a la bolsa hasta aproximadamente 37,8 ° C (100,04 °

F) en el punto de salida cuando los caballos galopaban.
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8. CONCLUSIONES

La mucosa de la BG estaba profundamente plegada y encontramos diferencias en la
profundidad de los pliegues entre las tres regiones analizadas. Se encontraron
diferencias significativas en los surcos entre la plica accesoria neuralis y las otras dos
regiones, lo que sugiere que los pliegues son mas profundos en este sitio. En relaciéon a
la foldsasa, se observaron diferencias significativas entre la plica neurovasculosa carotis
interna y las otras dos regiones, lo que sugiere que los pliegues son mas anchos que en

los otros sitios.
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