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VNTR dominio mucinico

1. Resumen

La superficie endometrial esta cubierta por una delgada capa de moco, su
principal componente son las mucinas que forman parte del mecanismo de
defensa innato del organismo. En yeguas el sistema de clasificacion de Kenney
Doig (1986) modificado por Schoon (1992) describe los cambios histopatoldgicos
endometriales en cuatro categorias (I, lIIA, 1IB y Ill), en base a su distribucion y
severidad. El objetivo general de este trabajo fue determinar la distribucion y tipos
de mucinas secretadas en el endometrio de yeguas en base al sistema de
clasificacion de Kenney Doig (1986) y modificado por Schoon (1992) y durante el
ciclo estral y en fase anovulatoria. Se evaluaron 143 biopsias uterinas de yeguas
no gestantes mayores a 3 anos de edad. Las biopsias se tifieron con acido
peryodico de Schiff y azul Alcian. Los resultados en este estudio demuestran que
la secrecion de mucinas (neutras y acidas) incrementd en hembras que
presentaron inflamacion y dano degenerativo endometrial en las células del
epitelio luminal y en las glandulas que estan marcadamente dilatadas y tortuosas
(p<0.05). También se encontraron diferencias significativas en los tipos de
mucinas secretadas de acuerdo a la época reproductiva (p< 0.05). La secrecién de
mucina acida fue abundante durante el estro en las células del epitelio luminal y

las glandulas superficiales. En diestro la secrecion de mucina neutra fue mayor en
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las glandulas superficiales y profundas. En fase anovulatoria la secrecién de
mucinas fue escasa en ambos epitelios.
PALABRAS CLAVE: Mucinas, azul Alcian, acido peryodico de Schiff, Epitelio

luminal, Glandulas endometriales.

2. Abstrac

Endometrial surface is covered by a thin layer of mucus, its main component are
the mucins which form part of innate defense mechanism of the organism. In
mares the classification according to Kenney Doig (1986) modified by Schoon
(1992) described the histopathological changes endometrial according to the
distribution and severity into four categories (I, lIA, IIB and Ill). The overall
objective of this work was to determine the distribution and types of mucins
secreted in the endometrium of mares based on the classification according
to Kenney Doig (1986) and modified by Schoon (1992) and during the estrous
cycle and anovulatory season. 143 nonpregnant uterine biopsies in mares over 3
years were evaluated. Biopsies were stained with periodic acid Schiff and Alcian
blue. The results in this study demonstrate that mucin secretion (neutral and acid)
is more abundant in females with endometrial inflammation and degenerative
damage, in endometrial luminal epithelial cells and glands that are markedly
dilated and tortuous (p <0.05). Furthermore significant differences in the types of
mucins secreted according to the reproductive season (p <0.05). Acidic mucin
secretion was abundant during estrus in the luminal epithelial cell and surface

glands. In diestrus neutral mucins they were abundant in the superficial and deep
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glands In anovulatory season the secretion of acidic and neutral mucins was low in

both epithelia.

KEYWORDS: Mucins, Alcian blue, periodic acid Schiff, Luminal epithelium,

Endometrial glands.

3. Introduccion

En la actualidad existen numerosos factores que disminuyen la capacidad
reproductiva de las yeguas ocasionando pérdidas econdmicas en la industria
equina (LeBlanc y Causey, 2009). Los problemas reproductivos mas frecuentes
son los que afectan directamente la integridad anatoémica y funcional del aparato
reproductor, principalmente del utero, lugar en donde se lleva a cabo el

reconocimiento y mantenimiento de la gestacion (Freeman et al., 1990).

El endometrio del equino esta compuesto por poblaciones celulares que se
renuevan constantemente, especialmente en el epitelio luminal y glandular
(Gerstenberg et al., 1999). Los cambios morfolégicos, fisiolégicos y de
proliferacion celular del endometrio estan controlados por hormonas esteroides
ovaricas como el estradiol, la progesterona y algunos factores de crecimiento

(Lehmann et al., 2011; Alameda et al., 2007)

La superficie de la mucosa uterina, al igual que otras membranas mucosas como
la del tracto respiratorio y digestivo, esta cubierta por una delgada capa de moco
que es importante para la limpieza, proteccion y contribuye al sistema de defensa
innato del organismo (Causey et al., 2000; Callahan, 2007). En el tracto
reproductor, el moco contribuye en el mantenimiento y viabilidad de los
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espermatozoides asi como en el crecimiento de los embriones antes del desarrollo

de las estructuras placentarias (Allison et al., 2001; Freeman, 1990).

Las células productoras de moco al igual que cualquier otra célula, tienen la
capacidad de responder ante estimulos fisioldgicos o patologicos, desarrollando
diversas adaptaciones celulares fisioldgicas y morfolégicas, lo que a su vez
conlleva a presentar cambios en la composicidn, secrecion y propiedades del
moco. Algunas de estas adaptaciones celulares implican cambios en el
crecimiento, tamafo y diferenciacion como: hipertrofia, hiperplasia y atrofia

(Callaghan y Voynow, 2006).

La endometritis y endometriosis son dos de las patologias reproductivas mas
frecuentes en yeguas (LeBlanc et al., 2009; Lehmann et al., 2011). La
endometrosis es una condicidbn degenerativa cronica que cursa principalmente
como un proceso de fibrosis que se desarrolla alrededor de las glandulas
endometriales y/o al estroma (Kenney, 1978). Esta patologia es el resultado de
endometritis cronicas y/o por la edad de las yeguas, como resultado de la atrofia y
el envejecimiento del epitelio y las glandulas endometriales (Kenney, 1978).
Actualmente se sabe que la endometritis y la endometrosis provocan alteraciones
en el microambiente uterino, ocasionando desequilibrios cualitativos y cuantitativos

en las secreciones endometriales, principalmente en las del moco (Causey, 2007).

La sobreproduccion y acumulacion de moco en yeguas ha sido asociada

clinicamente con subfértilidad, ya que se cree el moco puede alterar diferentes

13



procesos, como son la migracion del espermatozoide hacia el oviducto, el
movimiento del aparato mucociliar, la fijacion del embridon y predispone a la
adherencia de colonias bacterianas (Causey, 2007). Es por eso que en la
actualidad existen protocolos clinicos en donde se utilizan diversos mucoliticos
para hipotéticamente incrementar los indices de fertilidad. Sin embargo su uso y
eficacia aun no ha sido comprobada y continua siendo objeto de controversias y
debate, sobre todo cuando se utilizan como adyuvantes en el tratamiento de

endometritis cronicas en yeguas subfértiles (Liu y Troedsson, 2008)
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4. Justificaciéon

En la actualidad en las yeguas existe poca evidencia publicada acerca de la
secesion de moco bajo condiciones patoldgicas y su papel en la defensa uterina,
principalmente en hembras que cursan con endometritis cronica y endometrosis
que son las principales patologias reproductivas que provocan disminucion en la
fertilidad. Es por eso que el propdsito este trabajo es determinara si existen
cambios en la expresion y distribucion de mucinas secretadas en endometrios de
yeguas con cambios histologicos endometriales y durante el ciclo estral y fase

anovulatoria.
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5. Objetivo

5.1. Objetivo General

Determinar la presencia, tipo y distribucion de mucina endometrial en yeguas con
diferentes cambios histologicos en base a la clasificacion Kenney Doig1986

modificada por Schoon 1992.

5.2. Objetivos especificos

- Describir la presencia y distribucion de mucinas endometriales en las diferentes

etapas del ciclo estral, determinando el tipo de mucina secretada.

- Describir la presencia y distribucion de mucinas endometriales en fase

anovulatoria, determinando el tipo de mucina secretadas.

16



6. Hipotesis

La produccién y secrecidon de mucinas incrementara conforme aumenten los
cambios degenerativos e inflamatorios endometriales y dependera también de la

etapa del ciclo estral y/o fase anovulatoria en la que se encuentre la yegua.
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7. Revisién bibliografica

7.1. Descripcion anatémica e histolégica del utero

El utero es un dérgano tubulo muscular compuesto por un cuerpo y dos cuernos
gque poseen tres capas: una capa serosa externa o perimetrio, una capa muscular
0 miometrio y una mucosa o endometrio, organizado macroscopicamente en
pliegues endometriales (Sisson y Grossman, 1998).

Histoloégicamente, el endometrio esta constituido por dos capas. La primera capa
es el epitelio luminal formado por células cuboidales asentadas en una membrana
basal. La segunda es la Iamina propia que posee dos estratos, compacto y
esponjoso. El estrato compacto, esta compuesto por glandulas endometriales y
fibroblastos (Figura 1). El estrato esponjoso, posee un gran numero de glandulas
endometriales de epitelio secretor cuboidal con 2 6 3 ramas primarias y
aproximadamente 10 ramas secundarias. Ademas, junto a las glandulas es posible

ubicar fibroblastos, vasos sanguineos vy linfaticos (Kenney, 1978).

18



Lumen Uterino -
Capilar Cilia Epitelio Luminal

- Estrato
Ducto ompacto

'
«t
= |

Vena ——,
Glandula | .

Media L aminal Endometrio

Propia
- L Estrato
s Esponjoso
| .

Glandula & ’

Basal ~ |

Ateria

= Musculo
e
Circular

“J—CapaVascular |- Miometrio

% | Muasculo
Y| Longitudinal

Figura 1. Esquema de las capas histolégicas que componen el Utero equino (Kenney,

1978).

7.1.1. Caracteristicas histolégicas del endometrio en fase anovulatoria

El endometrio de las yeguas sigue una serie de cambios morfolégicos y
fisiologicos que estan controlados ciclicamente por hormonas ovaricas como el
estradiol, progesterona y algunos factores de crecimiento como el factor de
crecimiento epidérmico y fibroblastico (EGF y TGF) (Alameda el al., 2007).
Durante la época anovulatoria el endometrio sufre algun grado de atrofia por la
baja concentracion de estas hormonas, lo que provoca que las glandulas se

observen poco ramificadas con un calibre mas delgado y en algunas ocasiones
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formen agrupaciones glandulares en forma de nidos, las células del epitelio
luminal son cuboidales y/o escamosas (Kenney, 1978; Kenney y Doig, 1986).

7.1.2. Caracteristicas histolégicas del endometrio durante el ciclo estral

Durante la época ovulatoria, las yeguas en estro exhiben un epitelio luminal que se
torna pseudoestratificado con abundante citoplasma. En la lamina propia hay
edema que es facilmente apreciable, lo que resta densidad a las glandulas
(Kenney y Doig, 1986). En el diestro, las células del lumen son cuboidales y estan
reunidas en una sola capa, rara vez en dos, la densidad aparente de las glandulas

aumenta alcanzando mayor ramificacion y altura (Kenney, 1978).

7.2. Caracteristicas generales del moco

7.2.1. Propiedades fisico quimicas

Histéricamente, el término "mucina" (MUC) fue acufiado en referencia a los
miembros de una familia de grandes glicoproteinas que representan los

principales componentes estructurales del moco (Andrianifahanana, 2006).

La superficie de algunos epitelios como el del aparato reproductor, respiratorio y
digestivo estan cubiertas por una delgada capa de moco que forma parte del
mecanismo de defensa innato del organismo. El moco estd compuesto por
mucinas, IgA secretora, iones, restos celulares y trasudado (Gray et al., 2001).
También contiene una variedad de componentes bacteriostaticos como las
lisozimas lactoferrinas, defensinas y factores de crecimiento (Bansil y Turner,

2006; Freeman et al., 1990).
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El principal componente del moco son las mucinas que se encuentran
entremezcladas con agua, iones, proteinas y lipidos que le confieren propiedades
reologicas (flujo) como viscosidad, gelificacion, adhesién y solubilidad (Voynow,
2006). Las principales propiedades reoldgicas del moco estan determinadas por
las glicoproteinas. Existen tres tipos de glicoproteinas que son:

- Sulfomucinas: son muy acidas, ricas en grupos sulfato

- Sialomucinas: son ligeramente acidas, ricas en grupos carboxilo

- Fucomucinas: son neutras, ricas en grupos metilo
Estas moléculas se agregan y entrecruzan para formar una matriz tridimensional
mediante diversas fuerzas que son: puentes de hidrégeno, enlaces ionicos y
enlaces covalentes. Los puentes de hidrégeno (débiles) determinan las
propiedades viscosas. Los enlaces idnicos y covalentes (mas fuertes) determinan
la elasticidad y viscosidad. Cuanto mas acida es la secrecion mayor es su visco

elasticidad (Lagow et al., 1999; Callaghan y Voynow, 2006).

7.2.2. Funcién general de las mucinas

Las mucinas son proteinas glicosiladas producidas en las células epiteliales, se
clasifican en: mucinas secretoras y de membrana celular. La composicién
estructural y bioquimica de las mucinas secretoras, facilita la limpieza, lubricacion
e hidratacion de la mucosa, previniendo la adhesién de particulas o bacterias a los

epitelios (Linden et al., 2008).
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La principal caracteristica de las mucinas secretoras es su capacidad para formar
geles, los cuales tienen la capacidad de regular el flujo de moléculas especificas.
El moco también tiene la capacidad de alojar ciertas moléculas que participan en
la proteccién y reparacién de los epitelios como por ejemplo la IgA y el factor de
trébol (TFF). Otras particulas que se encuentran en el moco son las citocinas,

factores de crecimiento y diferenciacion (Hollingsworth y Swanson, 2004).

Las mucinas asociadas a membrana estan involucradas en la traduccién de
sefales en respuesta a alteraciones con el ambiente externo local. Estas sefales
se dan a través de la activacion de los dominios de membrana que poseen
unicamente estas mucinas. La mayoria de las mucinas de membrana tienen un
dominio homologo con la familia del factor de crecimiento epidermal. Esto le
permite a las mucinas interactuar y regular procesos relacionados con el

crecimiento y proliferaciéon celular (Hollingsworth y Swanson 2004).

Se ha demostrado que las células tumorales al igual que las células y tejidos
normales, usan las propiedades protectoras del moco para controlar el
microambiente local durante la invasion, el crecimiento y la metastasis,
permitiendo este modo, sobrevivir y proliferar en condiciones que de otro modo

serian inhoéspitas (Linden et al., 2008).

En procesos neoplasicos como el cancer de mama se ha visto que la mucina de
membrana MUC1 puede estimular la via de senalizaciéon del receptor de
superficie celular de la familia del factor de crecimiento epidérmico (ErbB1), lo que

facilita su internalizacion y recilaje a la membrana plasmatica, perpetuando la
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respuesta al ligandoy de esta manera promueve la proliferacién, diferenciacion y
sobre vida celular. De igual manera, se ha reportado que el dominio homologo
(EGF), de las mucinas de membrana, interactia con moléculas como las
integrinas y caderinas que estan relacionadas con la adhesion celular

(Hollingsworth y Swanson, 2004).

7.2.3. Funcion de mucinas en el tracto reproductor

El epitelio endometrial esta cubierto por una capa de moco, secretado por las
células del epitelio de la superficie y glandulas endometriales. En el aparato
reproductivo de las hembras incluyendo a la mujer se expresan mucinas
secretadas y unidas a la membrana, ambas mucinas desempefan un papel
importante tanto en la defensa y proteccion de los epitelios como en implantacion

del embrion (Gipson et al., 1997; Carson et al., 1998).

La produccién de las mucinas cambia dinamicamente entre especies, durante el
ciclo estral y en los diferentes sitios anatomicos del tracto reproductor (Lagow et
al., 1999). Las hormonas esteroides como la progesterona y los estrogenos
influyen directamente en la regulacion de la expresion de los genes que codifican
para estas proteinas (Carson et al., 1998). En la actualidad se sabe que los
cambios ciclicos hormonales influyen en las propiedades fisico-quimicas del moco,
como por ejemplo en el contenido de agua, glicosilacion y pH de las mucinas

(Lagow et al., 1999).
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En mujeres se ha demostrado aumento de moco cervical en cantidad e
hidratacion, provocando disminucion en la viscosidad y elasticidad justo antes de
la ovulacidon. Estos cambios se revierten después de la ovulacion ayudando al
transporte, mantenimiento, viabilidad y capacitacion de los gametos masculinos,

favoreciendo la fertilizacion (Curlin y Bursac, 2013).

La regulacion de los genes de mucina por las hormonas esteroides en las células
del endometrio no se ha evaluado plenamente, sin embargo el mayor numero de
datos que existen estan relacionados con la regulacion de mucinas asociadas a la
membrana celular, especificamente MUC1 y MUC4. En roedores, MUC1
contribuye significativamente como proteina anti adhesiva en las células epiteliales
del endometrio, el estradiol, estimula su expresién y durante el periodo de
implantacion es inhibida por la progesterona, permitiendo interacciones ligando
receptor en la superficie celular, esencial para la union e implantacién del embrién

(Maischberger et al., 2013).

En rumiantes el moco funciona como barrera protectora impidiendo la entrada de
patdgenos en el utero, también sirve en la proteccion del epitelio cervical y vaginal.
Las caracteristicas del moco cervical son importantes en la fertilidad en esta
especie, porque sirven para recibir, almacenar, liberar y transportar a los
espermatozoides en el tracto reproductor (Rutllant et al., 2005). Otras funciones de
las mucinas como la MUCS8 es evitar la adhesiéon de los espermatozoides durante
el viaje a través del aparato reproductor masculino y femenino, particularmente en
el canal cervical en mujeres. En conejos y ratas MUC1 y MUC4 y MUC16, han

sido implicados en el proceso de union e implantacion embrionaria,
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proporcionando adhesion entre las células del trofoblasto al epitelio uterino (Lagow

et al., 1999).

En yeguas, poco se ha descrito acerca de la funcion y expresion de las mucinas.
La principal informacién publicada sobre este tema, se basa en mucinas del tracto
respiratorio. Actualmente estudios realizados por Maischberger et al. (2013),
identificaron en 18 yeguas, 14 genes MUC que codifican para mucinas
endometriales, en donde 9 participan como proteinas superficiales asociadas a la
membrana celular (MUC1, MUC3B, MUC4, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17,
MUC18, MUC20) y 5 como proteinas de secrecion (MUC2, MUC5AC, MUCS5B,
MUCG6, y MUC7). De acuerdo al autor, los patrones de expresidn para estas
mucinas reflejan funciones comunes las cuales son sutiimente diferentes, de
acuerdo a la etapa del ciclo estral, siendo mayor su expresion durante el estro
para proteinas MUC superficiales y secretoras. Aunque se desconoce el papel que
desempenfan en la reproduccién del equino, se sugiere que las mucinas podrian
participar de manera similar que en otras especies, actuando como proteinas de

adhesion, sefializacion, proteccion.

En investigaciones realizadas en yeguas los 90s, se describié la secrecion de
mucina endometrial, mediante tinciones especiales como Mucicarmin, azul Alcian
y acido peryodico de Schiff, en cortes histoléogicos obtenidos de biopsias
endometriales. Los resultados de acuerdo a por Freeman et al (1990), describen la
presencia de dos tipos de mucinas secretoras de acuerdo a su pH. Las mucinas
neutras y glucdégeno que se secretan durante todo el ciclo estral y las mucinas
acidas, unicamente secretadas durante el estro. Aunado a la variacion en la
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expresion de mucinas durante el ciclo estral, se encuentran factores como la edad,
numero de partos o dafio endometrial que también podrian influir, ya que las
yeguas con endometritis presentaron cambios en la secrecion de mucinas. Lo que
sugiere que estas podrian ser estimuladas también bajo procesos inflamatorios e

irritativos, actuando como factor de proteccién al igual que en otros 6rganos.

7.2.4. Estructura

Las mucinas pertenecen a un grupo heterogéneo de moléculas glicoproteicas,
filamentosas de alto peso molecular (50 a 240 kDa). Estas glicoproteinas estan
formadas por una sola cadena polipeptidica formando un heterodimero con
dominios centrales altamente O-glicosilados y terminales no glicosilados. Una
caracteristica funcional que es unica en estas moléculas reside en su glicosilacion.
Esta especializacidén provee a las glicoproteinas de una flexibilidad estructural que
les permite ejercer la doble funcién de proteger y mediar interacciones especificas
como de proliferacion y comunicacion celular (Callaghan y Voynow, 2006; Linden
etal., 2008).

Las mucinas estan constituidas en un 80% por carbohidratos como: galactosa
(Gal), N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-Acetilglucosamina (GIcNAc), fucosa
(Fuc), acido sialico y sulfato. Las cadenas oligosacaridas estan compuestas por 5
a 15 mondmeros que exhiben moderada ramificacién, y estan adheridas a un
centro proteico denominado apomucina. Las apomucinas componen el restante
20 % del peso molecular y estan compuestas por dos regiones claramente
identificables: 1) Una regién central glicosilada, compuesta por un gran numero de
repeticiones en tandem (VNTR) ricas en serina, treonina y prolina, que componen
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casi el 60% del total de los aminoacidos; 2) ubicado en el extremo amino vy
carboxilo y a veces intercalado entre las repeticiones en tandem, se encuentran
repeticiones ricas en cisteinas, con relativamente pocos sitios de N y O
glicosilacion que en algunos tipos de mucinas pueden estar involucrados en
procesos de dimerizacion a través de puentes disulfuro (Figura 2) (Callaghan y

Voynow, 2006; Carson et al., 1998).

La serina y treonina son necesarias para la O-glicosilacion y por lo tanto son mas
abundantes y la prolina asegura la adecuada disposicion de la cadena peptidica,
permitiendo el acceso de las enzimas responsables de la O-glicosilacion. Las
secuencias especificas y el numero de repeticiones en tdndem es altamente
variable entre las distintas mucinas y entre mucinas de diferente especie (Voynow

et al., 2006).

Treonina O- Glicanos

r ~ \/ ¥
ki Llk L]

e A e oice s COOH
P -

Serina
Proteina MUC

Figura 2. Esquema que representa la forma de la proteina MUC y sus O-glicanos. Conformada por
una sola cadena con un dominio NH2-terminal (azul), uno o mas dominio centrales (s) con un alto
numero de repeticién en tdndem (TR) (amarillo) y un dominio COOH-terminal (verde). Numerosos
O-glicanos se encuentran unidos a treonina (e) o serina (0) los cuales estan presentes en
dominios que se repiten en tdndem denominados regiones VNTR (Adaptado de Callaghan et al.,
2006).
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7.2.5. Clasificacion
Hasta ahora, se han identificado 20 genes en humanos y murinos que codifican
para mucinas o glicoproteinas tipo mucinas, dentro de esta familia, se han

identificado dos grupos principales que se dividen segun su origen ontogénico:

1) Mucinas secretadas (formadoras, o no de gel) que constituyen el componente
principal de las mucosidades de los epitelios, tienen una funcidn protectora y
producen en su mayoria geles viscoelasticos que cubren las superficies
epiteliales de los ojos, tracto respiratorio, gastrointestinal, urinario, y
reproductivo. La capacidad para formar gel, se da gracias a su gran capacidad
de formar oligomeros a través de puentes disulfuro establecidos entre
regiones ricas en cisteina (Cys) localizadas entre las regiones N- y C-
terminales. Las secuencias que se hallan entre estas regiones son homologas
a dominios D y CK del pro factor de von Willebrand, una proteina que
interviene en la coagulacion sanguinea y que tiene la capacidad de
oligomerizar (Andrianifahanana et al., 2006). La oligomerizacion inicia en el
reticulo endoplasmatico, posteriormente estas moléculas glicosiladas son
almacenadas en grandes vesiculas conocidas como granulos de mucina que
ocupan la mayor parte del citoplasma de las células y las secretan a traves de
exocitosis (Voynow et al., 2006). La secrecion regulada de mucinas se activa a
través de canales idnicos, ph, citocinas, quimiocinas, neurotransmisores y/o
proteasas. Las mucinas no formadoras de gel no tienen la capacidad de

formar multimeros (Andrianifahanana et al., 2006).
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2) Mucinas asociadas a membrana, estan unidas a las células y funcionan como
un ligando gracias a su dominio transmembranal de un solo paso. Estas
mucinas también tienen una cola citoplasmatica corta que estad asociada a
elementos del citoesqueleto a través de proteinas adaptadoras del citosol,
participando de este modo en la traduccién de sefales celulares. Las mucinas
de membrana ademas cuentan con un dominio extracelular o ectodominio. El
ectodominio esta organizado en médulos que albergan al menos cuatro tipos
de dominios funcionales, como son: la proteina del esperma de enteroquinasa,
dominio homdlogo del factor de crecimiento epidérmico (EGF), dominio rico en
cisteina, y transmembranal, que se encuentra en todas las mucinas de
membrana.

Gracias a la presencia de estos dominios, se cree que las mucinas podrian
actuar como sensores y receptores celulares y conducir a sefales en
respuesta a estimulos externos que lleven a respuestas celulares coordinadas
(Hollingsworth y Swanson, 2004).

El dominio (EGF) se denomina asi debido a la similitud con el factor de
crecimiento epidérmico. Las funciones de estos dominios no son totalmente
entendidas pero se sugiere que pueden contribuir a interacciones ligando-
receptor entre mucinas y receptores celulares de tipo EGF-ERB-B2 que son
clave para el crecimiento y division celular. Asi mismo, se han detectado otros
dominios similares de tipo, nidogen (NIDO) que estan asociadas con la

adhesion celular (Hollingsworth y Swanson, 2004).
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Figura 3. Esquema que ilustra las diferencia entre los dominios de mucinas asociadas a membrana
y secretoras (Hollingsworth y Swanson, 2004).
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7. 2. 6. Glicosilacion

La glicosilacion es un proceso enzimatico postraduccional llevado a cabo en el
reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi que consta de la adicion y/o
eliminacién de carbohidratos en residuos aminoacidicos. Cumple con funciones
importantes como: control sobre el plegado proteico, interaccion celular, proteccion
ante proteinas de degradacién enzimatica, traduccion de sefiales. También
controlan la antigenicidad, las interacciones con el ambiente y con el sistema
inmune. Dependiendo de las estructuras de las cadenas de los O- glicanos, las
mucinas pueden estar involucradas en la adhesién celular o pueden poseer

propiedades anti adhesivas (Jiménez et al., 2002).

Los tipos de glicosilacion en glicoproteinas son los principales modos de unién de
los carbohidratos al esqueleto peptidico, los cuales se dividen en enlaces N-y O-
glicosidicos. Estos tipos de glicanos pueden coexistir en una misma proteina. Asi
los términos O- glicoproteina y N- glicoproteina reflejan los tipos de cadenas de
carbohidratos predominantes pero no exclusivos. La glicosilacién puede dividirse
en dos grandes tipos N- y O-. En la N-glicosilacién, una molécula de N-
acetilglucosamina (GIcNAc) se adiciona al grupo amida de un residuo de
asparagina (Asn) en una secuencia aminoacidica Asn-X- Serina/Treonina, donde
X puede ser cualquier aminoacido, excepto prolina. Todos los aminoacidos
ensamblados a partir de una N-glicosilacion contienen manosa (Man) y N-
acetilglucosamina (GIcNAc), y por lo general estdan compuestos por varias ramas
de oligosacaridos cada uno pudiendo terminar en acido salico negativamente
cargado (Figura 4).
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La O-glicosilacion comienza con la adicion de un monosacarido N-
acetilgalactosamina (GalNAc), trasfiriendo desde la UDP- GalNAc al grupo
hidroxilo de un residuo de serina o treonina (formando un O-glucosidico), en
reaccion catalizada por las UDP- GalNAc polipeptidil-trasferasas (Figura 5)

(Linden et al., 2008).
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Figura 4. N-glicasilacidn.

Inicia con la adicion de un oligosacarido en
el gripo amino de la Asn de la proteina en
RE, a partir de precursores (dolicofosfato)
sintetizados en el citoplasma. Los azlcares
(UDP-azicar) son transportados del citosol
hacia el lumen del RE Finalmente, el
complejo  Mglicosilado  (dolicoFosfato-
GlcNAc-Man) es transportado hacia la
cadena peptidica de los ribosomas dejando
al dolicolfosfato remanente en la cara
citosilica del RE La proteina N-glicosilada
es trensportada al aparato de Golgi, donde
sufre cambios en sus ramficaciones de
azicares y adquirere GalNAc, Gal vy
Meulc, para ser secretada de la célula,

RE: Reticulo endopléasmico; Man: Manosa, Glo
Glucosa, Gal: Galactoss, Glehac N-aoeti glucosamin

Gal-Mic: N-acetilgalacosaming; Neuds Addo
neuroan inico; Asn; Aparaging.
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(Jiménez et al., 2002)

Figura5 O-glicosilacién,

En la sintesis de la O-glicano el evento
inicial es la adicidn del monosacarido
GalMAc, sobre los residuos de SerThr
de la cadena peptidica. En la mayoria
de los O-glicanos, los siguientes
eventos son la incorporacion de una

estructura compuesta por Gal yh
GlcMAcC adicionadas subsecuentemente
formando ramificacones. Todas las
reacciones ocurren en el lumen del RE y
en el aparato de Golgi

Ser Serna; The Treoning, GalNAc. N
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7.3. Produccién de moco asociado a daino en epitelios

Las mucinas presentes en las superficies mucosas varian de acuerdo al linaje
celular, localizacion del tejido, etapa reproductiva y de desarrollo. Las mucinas se
han caracterizado por poseer un patron de expresion bien definido que puede ser
interrumpido en respuesta a una variedad de factores, como las agresiones
locales que afectan la integridad celular y que conducen a condiciones patoldgicas
o bien por cambios intrinsecos (modificaciones epigenéticas) que pueden alterar la

expresion génica o la tasa de secrecion (Andrianifahanana et al., 2006).

Los cambios en la produccidon y expresion de mucinas han sido reportados en
tejidos con dafo, especialmente en epitelios que cursan con alteraciones
patologicas cronicas, en donde las células productoras de moco exhiben cambios
como hiperplasia, displasia y metaplasia. El claro ejemplo se encuentra en
enfermedades inflamatorias en las vias respiratorias, donde las células poseen
cambios morfolégicos de hiperplasia evidentes que conllevan a un aumento y
cambio en la secrecion de moco. La sobre produccién de moco requiere del
aumento en la biosintesis y glicosilacion de las mucinas, asi como de una

regulacion positiva para la expresion de los genes MUC (Corfield, 2015).

Algunos mediadores de la inflamacion como el interferén gama (IFNy) y el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), activan la hipersecrecion de mucina mediante
una cascada secretora que resulta en la liberacion rapida y sostenida de granulos
secretorios que ocurre en cuestion de minutos. Los estimulos para MUC durante

un proceso infeccioso son principalmente mediadores especificos de la
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inflamacion, que se expresan en respuesta a patdgenos, aumentando la expresion
o actividad de las glicotransferasas y sulfotransferasas, enzimas necesarias para

la biosintesis de mucinas (Andrianifahanana et al., 2006).

Los factores como citocinas pro inflamatorias, prostaglandinas, lipopolisacaridos,
elastasas de neutréfilos, oxidantes, proteasas y factores de crecimiento, activan
las cascadas de senalizacion intracelular de las mucinas, resultando en la
regulacion selectiva y positiva para la expresion de genes MUC (Callaghan y

Voynow, 2006).

Los estudios recientes han encontrado alteraciones en la glicosilacion, en
respuesta a la infeccion e inflamacion de las mucosas. Esto se observa
comunmente en enfermedades como el asma, fibrosis quistica o enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC), en donde se ha reportado el incremento en
los niveles de fucosa y sulfato y disminucibn de acido sialico. Tales
acontecimientos conllevan a cambios en el pH, y por lo tanto en las propiedades
reoldgicas del moco, actuando desfavorablemente en la defensa del huésped, lo
que repercute de manera negativa en la proteccién a los epitelios y agrava la

enfermedad (Callaghan y Voynow, 2006).

Por otro lado, en algunos tipos de cancer, se ha demostrado que las células
presentan una diferente expresion de mucinas, debido a una falla en la regulacién
de la expresién de proteinas y modificacion de las enzimas. La expresién de
distintas estructuras oligosacaridas, aunado a un proceso de glicosilacion

diferencial, le confiere a las células tumorales un amplio rango de ligandos para la
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interaccién con otros receptores a nivel de la superficie celular (Mukhopadhyay et
al., 2011). De esta manera, las mucinas secretadas por células cancerigenas
pueden contribuir biologicamente en el control del ambiente local y regular regular
la proliferacion, diferenciacion, invasion y metastasis (Hollingsworth y Swanson,

2004).

7.4. Sobre produccién de moco asociado a dano endometrial en yeguas

7.4.1. Endometritis

Las endometritis cronicas inducen cambios tanto en la morfologia como en la
funcionalidad del utero, repercutiendo en la fertilidad de los animales (Watson et

al., 1992).

La limpieza fisica del utero juega un papel protagdénico en la defensa contra
infecciones uterinas, sobre todo después del apareamiento o del parto. Algunas
yeguas tienen dificultad para limpiar y eliminar los desechos uterinos debido a
defectos anatomicos y/o degenerativos como por ejemplo, disminucién en las
contracciones uterinas y el movimiento mucociliar, los cuales interfieren con el

drenaje y limpieza uterina (LeBlanc, 2010).

En los ultimos 40 afios se han realizado multiples investigaciones acerca de la
capacidad que tienen las yeguas para eliminar fluidos del utero dentro en un cierto
periodo de tiempo. De acuerdo a esto, han sido clasificadas como “resistentes o
susceptibles” ya que el fracaso de la limpieza uterina, conlleva a presentar mayor

susceptibilidad a desencadenar endometritis (LeBlanc, 2008).
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Evans et al. (1987), Allen y Pycock (1988), LeBlanc et al. (1989) y Troedsson y
Liu (1991) son solo algunos de los investigadores que han demostrado las
diferencias que existen entre yeguas “susceptibles y resistentes” a presentar
endometritis recurrentes. Los resultados demostraron que las yeguas susceptibles
acumulaban liquido intrauterino hasta por 5 dias después de la ovulacién y
mantenian hasta por 96 horas microesferas intrauterinas que habian sido
inoculadas. Por el contrario, las yeguas resistentes eliminaban el liquido dentro de
las primeras 24 horas post ovulacién y las microesferas dentro de las primeras 24
horas. Resultados similares se encontraron al inocular colonias bacterianas de
estreptococos 0 coloides intrauterinos de carbon; las yeguas resistentes
eliminaban estos productos en un periodo mas corto comparado con las yeguas

susceptibles (LeBlanc y Causey, 2009).

Los factores que contribuyen a una disminucion en la limpieza uterina involucran
fallas en los mecanismos de limpieza y remodelacion que estan dados
principalmente por contracciones uterinas, fagocitosis, movimiento de los cilios y
drenaje linfatico (Snider, 2011). La falla en estos mecanismos contribuye de
manera directa al acumulo y estancamiento de liquido, favoreciendo de manera
directa la sobre produccion de moco debido al efecto irritativo del epitelio, asi
como por la presencia de mediadores quimicos de la inflamacion, haciendo de los
constituyentes bioquimicos del moco mas complejos cambiando sus propiedades

y funciones (Causey, 2007).

La capacidad del moco endometrial para atrapar particulas se debe a su
viscosidad y elasticidad, aunado al movimiento ciliar, otorga el mecanismo
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necesario para limpiar la superficie epitelial. EI exceso de liquido intrauterino
puede causar su dispersion, debido a la solubilidad del moco en el agua, dejando
al epitelio desprotegido, susceptible a radicales libres de oxigeno y patogenos
(Causey, 2007). Contario a esto, un exceso en la viscosidad en el moco
endometrial se cree podria influir de manera negativa en el movimiento de los
espermatozoides durante su paso hacia el oviducto, asi como en el movimiento
ciliar, que predispone al acumulo y estancamiento de éste por mayor tiempo. Lo
anterior compromete funciones de fagocitosis, factores del complemento,
lisozimas, entre otros, facilitando también, la adhesion y colonizacion de bacterias
y hongos que pueden producir biofilms como mecanismo de defensa, lo que
otorga resistencia a los antibiéticos y evasion de la respuesta inmune, lo que
resulta en infecciones persistentes, incluso después de prolongados tratamientos
con antibidticos, promoviendo un circulo vicioso (Gores-Lindholm et al., 2013;

LeBlanc y Causey, 2009).

7.4.2. Endometrosis

La endometrosis es una enfermedad degenerativa cronica, la cual se asociada a
factores como endometritis cronicas o a la edad en yeguas viejas. Los cambios
mas evidentes en esta patologia son la fibrosis del estroma y de las glandulas
uterinas, asi como angiosclerosis, lagunas linfaticas y mala diferenciacion
endometrial. Este ultimo término engloba cambios tanto en la expresion de los
receptores de hormonas, como en la actividad celular proliferativa, donde se

evaluan por imunohistoquimica los filamentos intermedios de vimentina, desmina y

38



citoqueratina con el objetivo de identificar alteraciones morfoldgicas vy fisiolégicas

durante el ciclo estral (Snider et al., 2011).

Actualmente existe un sistema de clasificacion histopatolégico propuesto por
Kenney Doig (1986) y modificado por Schoon (1992), que permite identificar el
dafio endometrial. Este sistema de clasificacion consta de cuatro categorias (|, lIA,
[IB y Ill). En cada categoria, se otorga un pronostico porcentual acerca de la
capacidad del utero para poder llevar una gestacion a término (Schlafer, 2007). A

continuacion se describen los hallazgos histopatolégicos en cada categoria.

Categoria |I. El endometrio no presenta cambios patoldgicos, y si los tiene son muy

leves y esporadicos. El porcentaje de parto esperado es 90 a 80.

Categoria IlA. Los cambios histopatoldgicos incluyen infiltrado inflamatorio ligero a
moderado. El infiltrado es difuso en el estrato compacto o bien puede observarse
focos dispersos en el epitelio luminal, estrato compacto y esponjoso. Los cambios
fribréticos son aislados con grado variable de severidad (de 2 a 3 capas de
células, alrededor de nidos glandulares). Se puede observar dos nidos glandulares
por cada cuatro campos Opticos lineales. Los hallazgos inflamatorios, fibréticos,
atrofia o cambios glandulares son aditivos, por ello si se presenta mas de uno
juntos, se agrupa en la categoria siguiente. El porcentaje de parto esperado es 80

a 50.
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Categoria 1IB. Los cambios inflamatorios son moderados a severos. La
localizacion es difusa en el epitelio luminal, estrato compacto y esponjoso. La
fibrosis es uniforme, usualmente con 4 a 10 capas celulares. Se puede observar
un nido glandular por campo o6ptico lineal, en cuatro o mas campos, asi como

dilatacion quistica glandular. El porcentaje de parto esperado es 50 a 10.

Categoria lll. La inflamacion es difusa y severa en el estrato compacto, esponjoso,
también se puede observar alrededor de las glandulas y vasos sanguineos. La
fibrosis es difusa, con mas de 10 capas celulares. Cinco o mas nidos por campo
optico lineal y lagunas linfaticas. Ha atrofia endometrial. El porcentaje de parto

esperado es menor a 10.

Aunado a los cambios estructurales que se observan en la endometrosis, se
producen cambios en las secreciones que no dependen unicamente de la
presencia de inflamacion, si no del grado y extension de las lesiones, sobre todo

en las células encargadas de producir moco (Hoffmann et al., 2009).

La patogénesis de la fibrosis se da por una intricada red de interacciones celulares
en las que participan componentes de la matriz extracelular, células inflamatorias,
fibroblastos y citocinas pro inflamatorias como la interleucina 1 (IL-1) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa). Estas ultimas, regulan el proceso de fibrosis a través
de un efecto dual estimulando la proliferaciéon de fibroblastos, colageno y algunos
factores de crecimiento como el factor de crecimiento epitelial (EGF) vy e | factor
de crecimiento transformante beta (TGF-beta) (Voynow et al., 2006). En yeguas

con areas de extensa fibrosis endometrial,se ha comprobado que existe una
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marcada diminucién en la expresion de diversas proteinas que intervienen en la
implantacion y sobrevivencia embrionaria, entre ellas se encuentran el glucégeno,
uteroglobina, uterocalina, calbindina y uteroferrina. Adicionalmente, la disminucién
de receptores de estrogenos y progesterona provocan cambios asincronicos y

funcionales del endometrio (Hoffmann et al., 2009).

Se ha descrito que el cambio en la expresion de proteinas y receptores puede
influir de manera directa en la produccién y secrecion de moco, ya que las
citocinas, los estrogenos y la progesterona influyen directamente en la regulaciéon
de la expresion de los genes que codifican para MUC (Mejia y Bursac, 2013;
Andrianifahanana et al. 2006). Por otro lado, los cambios de hiperplasia displasia y
metaplasia, en las células del epitelio luminal y glandular durante la endometrosis,
podrian influir de manera directa con el aumento en la expresion de proteinas del
gen MUC, ya que los factores de regulacion requeridos en la secrecion de moco
durante la metaplasia, podria ser diferente en aquellos requeridos para regular
positivamente la expresién de MUC en epitelios que no presentan dafio (Voynow

et al., 2006).

7.5. Alternativas terapéuticas

Las principales alternativas terapéuticas en yeguas que en la actualidad se
proponen para regular la sobre produccién de moco, estan orientadas de acuerdo
a la causa y fisiopatologia de la enfermedad. El objetivo de la gran mayoria de las
terapias clinicas se basa en apoyar los mecanismos de limpieza intrauterina,

mediante el uso de farmacos especificos (Liu y Troedsson, 2008).
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7.5.1. Mucoliticos

Los solventes y agentes mucoliticos, se utilizan frecuentemente en yeguas en
infusiones intrauterinas, con el objetivo de disminuir el exudado, moco y biofilms
bacterianos causantes de endometritis. Hipotéticamente el tratamiento con
agentes mucoliticos podria contribuir a la limpieza de la mucosidad formada en el
lumen del endometrio, favoreciendo el transporte de los espermatozoides hacia el
oviducto, aumentando la eficacia y penetracion de los antibidticos a través de la
diminucion de la viscosidad del moco. Los productos utilizados incluyen solventes
como dimetilsulfoxido (DMSO) y queroseno mucoliticos como N-acetilcisteina

(NAC) (LeBlanc, 2010).

La principal caracteristica de los mucoliticos, como la (NAC) reside en su gran
capacidad para irrumpir los enlaces disulfuro entre los polimeros de cualquier tipo
de mucina, lo que conlleva a la reduccién de la viscosidad del moco facilitando su
eliminacion (Gores-Lindholm et al., 2013). Es de destacar que el tratamiento con
(NAC), ha demostrado su eficacia en enfermedades inflamatorias cronicas del
tracto respiratorio, como en neumonias y fibrosis quistica en humanos y en el

equino en casos de aspiracion de meconio y bronconeumonias (LeBlanc, 2010).

La (NAC) ha sido utilizada por via oral dos veces al dia en dosis de 10 mg/kg de
peso, o bien en infusiones intrauterinas en solucién del 3 al 5% (LeBlanc, 2010;
Gores-Lindholm et al., 2013). Los estudios realizados por Witte et al. (2012)
demostraron que el uso de NAC por via oral, provoco el aumento de la viscosidad

y produccion de moco endometrial. El tratamiento con infusiones intrauterinas
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demostrd ser inocuo para la mucosa del endometrio, ya que no causa irritacion ni
efectos secundarios post administracion. Sin embargo, la eficacia como mucolitico
en casos de endometritis sigue siendo tema de debate ya que en diversos
estudios publicados recientemente por Melkus et al. (2013) y Gores-Lindholm et al.
(2013), han demostrado poca efectividad, en contraste con los resultados positivos
comprobados en enfermedades cronicas de vias respiratorias en humanos. A
pesar de estos resultados, el uso de (NAC) sigue siendo una alternativa actual en
tratamientos de endometritis sobre todo en animales que presentan liquido y moco
intrauterino ya que sus propiedades antibacterianas, antiinflamatorias y

antioxidantes han sido demostradas (Gores-Lindholm et al., 2013).

El dimetilsulfoxido (DMSO), en solucion al 30%, ha sido implementado en yeguas
a través infusiones intrauterinas en solucion al 30%, teniendo como resultado
mejoras en la clasificacion de grados de la escala de Kenney, en 18 de 27 yeguas
tratadas, sin embargo su eficacia para disolver el moco aun no ha sido

comprobada (LeBlanc, 2010).

El uso de queroseno a través de infusiones intrauterinas, ha demostrado provocar
irritacion local de la mucosa, causando endometritis moderada a difusa con
edema. El efecto mucolitico de este producto se asocia principalmente a la
destruccion y necrosis del epitelio pero no por la destruccion del moco (LeBlanc,

2010).

A pesar de la gran variedad de solventes y mucoliticos existentes en el mercado,

su uso Yy eficacia continua siendo objeto de controversias y debate, ya que la gran
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mayoria de la evidencia cientifica no es concluyente y en algunas ocasiones es
discrepante. Sobre todo cuando estos productos se utilizan como adyuvantes en el
tratamiento de endometritis crénicas en yeguas subfértilies (Liu y Troedsson,

2008).

7.5.2. Antiinflamatorios

Las citocinas son productos de las células inmunes y son fundamentales e
importantes en diversos procesos fisiopatologicos, incluyendo la inflamacién. Se
ha demostrado que una gran cantidad de citocinas regulan la sintesis y secrecion

de mucinas en una variedad de tipos celulares.

Se reconocen dos tipos principales de respuesta inmune adaptativa que producen
perfiles de citocinas caracteristicos que se identifican como: tipo 1 (Th1) las cuales
estan principalmente asociadas al manejo de patégenos intracelulares como
bacterias y virus y las tipo 2 (Th2) que favorecen predominante la respuesta
inmune humoral. Las citocinas tipo 1 son la IL-12, IL-TNF y el IFNy, mientras que
las tipo 2 incluyen a la IL-4, IL-5, IL-13. Se ha comprobado que las citocinas tipo 1
intervienen en la activacién y expresion de los genes MUC de mucinas unidas a la
membrana celular en diferentes tipos de células. También se ha comprobado que
intervienen en la expresion aberrante de mucinas en cancer de ovario y glandula
mamaria en humanos. Las citocinas tipo 2 intervienen en la regulacion y sintesis
de mucinas secretadas, asi como en los procesos de hiperplasia celular, sobre
todo de células caliciformes (Andrianifahanana et al.2006). Se reconocen dos tipos

principales de citocinas inflamatorias pueden ser identificados: (Th1) como tipo 1
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que estan asociadas con el desarrollo de la respuesta inmune celular y citocinas
tipo 2 (Th2) que favorecen la respuesta inmune humoral. Ejemplos clasicos de
estas son IL-2, IFN, IL-12, y TNF para tipo 1y IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13 y
para el tipo 2. Se ha comprobado que las citocinas tipo 1 intervienen en la
activaciéon y expresion de los genes MUC de mucinas unidas a la membrana
celular en diferentes tipos de células. También se ha comprobado que intervienen
en la expresion aberrante de mucinas en cancer de ovario y glandula mamaria en
humanos. Las citocinas tipo 2 intervienen en la regulacién y sintesis de mucinas
secretadas, asi como en los procesos de hiperplasia celular, sobre todo de células
caliciformes (Andrianifahanana et al., 2006). Es importante destacar que el papel
de las citocinas en la regulacién de genes MUC no se limita a efectos individuales
ya que las citocinas pueden también interactuar entre si o con otros activos
biolégicos que a menudo conduce efectos sinérgicos para la expresion de MUC

(Andrianifahanana et al., 2006).

Es por eso que actualmente, el uso de antiinflamatorios es tema de investigacion
ya que la base de estos tratamientos esta dirigida en restaurar los mecanismos
homeostaticos inflamatorios locales a través de la reduccion de citocinas pro
inflamatoria y en la modulacion de la respuesta adaptativa. Este mecanismo puede
ser especialmente util en algunas yeguas de edad avanzada, en donde se ha
comprobado, tienen mayor susceptibilidad a presentar una respuesta inflamatoria
asociado con la edad avanzada. Al igual que ocurre en los seres humanos, este
fendbmeno se caracteriza por el aumento en la produccion de citocinas

inflamatorias.
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En equinos, se ha demostrado que los caballos viejos producen mas citocinas
inflamatorias que los jovenes, mediante la estimulacion de células mononucleares
de sangre periférica. En yeguas de mayor edad, se ha comprobado mayor
susceptibilidad a endometritis, debido a la falla en los mecanismos anatomicos y
fisioloégicos que contribuyen en la limpieza uterina (Liu y Troedsson, 2008). El uso
de antiinflamatorios esteroidales, es una alternativa médica que suele
implementarse en yeguas con endometritis por contaminacion bacteriana o post
monta. Su uso va acompafado en la mayoria de los casos de farmacos como la
oxitocina y antibidticos, teniendo como resultado mejoras plausibles en la

modulacién de la inflamacién (LeBlanc, 2010).

7.6. Técnicas diagnésticas para mucinas

Actualmente existen una gran variedad de técnicas diagndsticas que ayudan a
identificar y tipificar mucina en los tejidos. Su identificacion esta encaminada en el
diagndstico, prondstico y tratamiento de diversas enfermedades inflamatorias, asi
como para conocer el grado de malignidad de algunos tipos de cancer (Linden et

al., 2008).

7.6.1. Tinciones especiales

Las tinciones especiales son una herramienta diagnostica rapida, econémica y de
facil acceso que se realiza a través del uso de colorantes especificos en cortes
histolégicos de cualquier tejido para evidenciar componentes y secreciones

celulares a nivel microscopico. Las tinciones mas comunes para identificar
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mucopolisacaridos son azul Alcian (AA), acido periodico de Schiff (PAS),

Mucicarmin y hierro coloidal.

Para entender la reaccion de las tinciones especiales y evidenciar la presencia de
mucopolisacaridos, es importante enfocar desde una perspectiva histoquimica, su
estructura. En el caso de las mucinas se pueden clasificar en dos categorias
generales (acidas y neutras). Esta clasificacion se basa en la composicion de sus
hidratos de carbono y pH. Las mucinas acidas contienen carbohidratos cargados
con grupos carboxilo (COQO") o sulfato (SO3), los cuales estan ionizados y tienen
una carga negativa global en las moléculas. Las mucinas neutras, carecen de

grupos acidos y por lo tanto no tienen ninguna carga neta (Torres et al., 2011).

El fundamento para evidenciar mucinas acidas, radica en que las tinciones
contienen inmersas en el colorante, moléculas catidnicas (cargadas positivamente)
a un pH especifico, que se une a través de fuerzas electrostaticas a las cadenas
de polisacaridos aniénicos, carboxilados o sulfatados de las moléculas de mucina.
Un claro ejemplo de este tipo de tincidn es la azul alciano, la cual se prepara
normalmente en un pH acido de 2.5 y se emplea para identificar granulos de

mucinas en color azul (Fig. 6) (Torres et al., 2011).
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Figura 6. Biopsia endometrial tefiida con azul Alcian. En esta fotomicrografia las flechas sefialan los
granulos de mucina tefiidos de azul en las células epiteliales (40x).

La tincion de acido periodico de Schiff (PAS) es quizas la mas versatil y
ampliamente utilizada para demostrar glucogeno y mucopolisacaridos en las
células. Esta tincion es particularmente sensible para la deteccion de mucinas
neutras. A diferencia de la técnica descrita anteriormente, el fundamento de esta
tincion consiste en oxidar los tejidos mediante el acido periddico (HIO4) para
incrementar el numero de grupos carbonilos (aldehido o cetona) presentes en
ellos, de forma que pueden ser demostrados posteriormente mediante el reactivo
de Schiff que reacciona con dos grupos aldehidicos contiguos dando lugar a una

tincién fucsia o purpura caracteristica (Figura. 7) (Torres et al., 2011).
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Figura 7.Biopsia endometrial tefiida con acido periédico de Schiff (PAS). En esta fotomicrografia las flechas
sefialan los granulos de mucina tefiidos purpura en las células epiteliales (40x).

Las tinciones de hierro coloidal y Muciarmin también detectan mucinas acidas, sin
embargo su uso es menor comparado con azul alcino. Otra técnica para el

diagnostico de mucinas es a través del inmunomarcaje de anticuerpos MUC.

8. Materiales y métodos

8.1. Animales

El trabajo de campo se realiz6 en dos etapas, la primera durante los meses de
abril a julio y la segunda de diciembre a enero con la finalidad de obtener muestras
representativas de yeguas en estro y diestro (abril a julio), y en época anovulatoria

(diciembre y enero).
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En un rastro municipal regido por la NOM-194-SSA1-2004 ubicado en Rio Frio,
Estado de Meéxico, se colectaron 143 tractos reproductores de yeguas no
gestantes mayores a 3 afos (edad calculada de acuerdo cronometria dental), sin
historia clinica previa. Posterior a la eutanasia de los animales; los tractos
reproductores se colocaron individualmente en bolsas de plastico etiquetadas con
el numero y edad de cada yegua. Los uteros se transportaron en refrigeracion a
4°C al laboratorio de reproduccion de la UNAM en la FMVZ, situado a una 1 hora 'y
media de distancia. En el laboratorio se realiz6 la diseccion de los uteros y se
tomaron fotografias de cada uno para su registro. Se determiné la etapa del ciclo
estral, acorde al numero y diametro de foliculos y cuerpos luteos presentes
determinando el tamafo y ubicacion (Ginther, 1992).
- Yeguas en estro: foliculos > a 35mm de diametro sin cuerpo luteo
presente.
- Yeguas en diestro: presencia de un cuerpo luteo en cualquiera de los
ovarios.
- Yeguas en fase anovulatoria: sin presencia de cuerpos luteos en los

ovarios y con foliculos menores a 15 0 20 mm de diametro.
8.2. Biopsias

Para obtener el tejido endometrial se realizd un corte longitudinal continuo con un
cuchillo liso de acero inoxidable a través de linea media del utero, iniciando por la
parte dorsal del cérvix hasta la punta de cada cuerno uterino. Por cada animal se
obtuvieron 3 muestras de endometrio con un didmetro de 3 cm?®. La primera, se
tomé 5 cm por debajo de la bifurcacion y las restantes de cada cuerno uterino 3
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cm a la derecha o izquierda a partir de la bifurcacion respectivamente (Figura 9).
Para la toma de muestras se utilizaron pinzas de biopsias uterinas marca

Hauptner ® alligator type de 70 cm de largo con canastilla de 20%x4x3 mm.

Figura 8. Utero de yegua. Las cruces sefialan la ubicacién de donde se tomaron las biopsias
endometriales

8.3. Procesamiento de tejidos

Las muestras se fijaron en formol al 10% por 24 horas y se procesaron por medio
de las técnicas histologicas tradicionales de inclusion en parafina en el
departamento de Anatomopatologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la UNAM.

En una castilla de inclusidn histolégica se colocaron las 3 biopsias de cada yegua
en el siguiente orden: cuerno izquierdo, bifurcacion, cuerno derecho.

Posteriormente los tejidos pasaron por un proceso de deshidrataron por 24 horas
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en alcoholes en concentraciones crecientes al 70%, 80%, 96% y 100%, después
por xilol y se lavaron con agua destilada y se incluyeron en parafina sodlida.
Después se realizaron 3 cortes transversales de 3 um de grosor con microtomo de
rotacidon Leica®. Cada corte se mont6 en una laminilla y se tifid por separado.

- Laminilla 1: Se tiflo con Hematoxilina-Eosina (Hy E)

- Laminilla 2: Se tifio con azul Alcian (A A) con un pH de 2.5.

- Laminilla 3: Se tifio con acido periédico de Schiff (PAS)

8.4. Evaluacion

La evaluacién microscopica se realizd con aumento 4x y 10x y 40x en los 3
fragmentos del endometrio (cuernos y bifurcacién) de cada animal (Anexo 1). Para
clasificar la positividad de las tinciones (AA y PAS) en las glandulas endometriales
y en el epitelio luminal. Se utiliz6 una escala del 0 al 2, propuesta por los
miembros los académicos que realizaron y evaluaron este trabajo. Se tom6é como

0= tincion ausente, 1= tincion escasa o débil y 2= tincion fuerte (Figura 9).
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Figura 9. Biopsias endometriales tefiidas de azul Alcian y acido peryodico de Schiff
Escala de tincién que se utilizé para evaluar los granulos de mucina.
0= Ausente (A 10x), 1=Débil (B y D 40x y 10x) 2= Fuerte (C y E 10x y 40x)

Una vez realizada la evaluacién de la tincién para mucinas acidas y neutras en los
epitelios, los resultados se registraron en la una base de datos de EXCEL 2010®.

Posteriormente todas las muestras se asignaron en dos grupos de animales:
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- Grupo 1: De acuerdo Kenney Doig (1986) modificada por Schoon (1992)
que consta de cuatro categorias (I, IIA, 1IB y Ill). Los cortes histolégicos se
evaluaron de acuerdo al grado y extension de las lesiones con la tincién (H
y E) (Cuadro 1).

- El grupo 2: De acuerdo a la época (estro, diestro y anovulatorias) mediante

la inspeccion macroscopica de los ovarios previamente realizada.

Todos los cortes histologicos fueron evaluados por dos operadores

independientemente, con un microscopio 6ptico de 4 objetivos marca Olympus ®.

Cuadro 1. Evaluacion en base a Kenney Doig (1986) modificada por Schoon

(1992)

Categoria Hallazgos histolégicos

| Endometrio sin alteraciones histologicas

Infiltrado inflamatorio difuso o multifocal en epitelio luminal, estrato
A compacto y esponjoso. Severidad moderada a grave.

Fibrosis 2 o 3 capas celulares, 2 nidos glandulares en cuatro campos
opticos lineales. Severidad moderada a grave

Dilatacion glandular y linfatica escasa

Infiltrado inflamatorio difuso en epitelio luminal, estrato compacto y
esponjoso. Severidad moderada a grave.
inB Fibrosis 4 a 10 capas celulares. Un nido glandular por campo éptico lineal
Dilatacion glandular y linfatica moderada.

Infiltrado inflamatorio difuso en estrato lumminal, compacto y esponjoso.
1] Severidad grave

Fibrosis difusa con mas de 10 capas. Cinco o mas nidos por campo
optico lineal

Dilatacion glandular y linfatica abundante

54




8.5. Analisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico se utilizo el programa SAS/STAT®
Software 2007. Las variables a evaluar fueron los grados de acuerdo a Kenney
Doig (1986) modificada por Schoon (1992) que fueron convertidos a puntuaciones
numeéricas: Grado 1=1, Grado IIA =2, Grado IIB =3, Grado llI=4 y la etapa
reproductiva estro =1, diestro =2, anovulatorias =3. Las variables categdricas se
compararon mediante pruebas de ji-cuadrada, con significancia estadistica

aceptada p <0,05.

9. Resultados

Se evaluaron en total 143 biopsia uterinas, las cuales se asignaron en 2 grupos,
con el objetivo de evaluar la presencia y distribucion de mucinas: Grupo 1:
Clasificacion de acuerdo a Kenney Doig (1986) modificada por Schoon.

(1992). Grupo 2: Ciclo estral y anovulatorias.

El rango de edad de las hembras que obtuvieron la categoria | y IIA oscila entre 3
a 10 afos con un promedio de 8.4 afos, las hembras categoria IIB y Il con 8 a 20
afos con un promedio de 12.5 anos.

Los primeros resultados, demuestran que la etapa del ciclo estral o fase
anovulatoria en la que se encuentran las yeguas no tiene asociacion alguna con
los cambios degenerativos o inflamatorios endometriales y viceversa (p >0.05)

(Cuadro 2).

55



Cuadro 2. Porcentaje de hembras en estro, diestro y época anovulatoria y su

relacion en base a la clasificacion Kenney Doig (1986) modificada por Schoon

(1992)
Clasificacion
repgzﬁiﬁva | lIA B 1l Total
Estro 28.6%  35.7% 21.4%  143%  100.00
12 15 9 6 42
Diestro 345%  20.7% 20.3%  155%  100%
20 12 17 9 58
Anovulatorias  27.9%  23.3% 18.6%  302%  100%
12 10 8 13 43
Total 30.8% 25.9% 23.8% 19.6% 100%
44 37 34 28 143

No existen asociacién entre la etapa del ciclo estral o anovulatoria con los hallazgos patolégicos
endometriales en cada categoria (p >0.05).y

9.1. Distribucion de mucinas acidas endometriales en base a la clasificacion

Kenney Doig (1986) modificada por Schoon (1992)

La distribucién de mucinas acidas en las células del epitelio luminal y en las
glandulas endometriales, cambi6 significativamente con respecto a los cambios
histologico endometriales asociados a endometritis y endometrosis. Estos cambios
fueron mas evidentes en las glandulas endometriales. EI 100% de las yeguas
clasificacion 1ll, presentaron granulos de mucinas acidas fuertemente tefiidas, en
la parte apical y en citoplasma celular, asi como también en la luz de las

glandulas; sobre todo en aquellas que estaban muy dilatadas y tortuosas rodeadas
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por tejido conectivo fibroso en forma de nidos (Figura 10). En el epitelio luminal el
85.7% de las yeguas, con clasificacién lll presentaron abundantes mucinas
fuertemente tefidas en el citoplasma celular (p <0.05). De manera contraria, el
100% de yeguas clasificacion |, no presentaron mucinas acidas en las glandulas

endometriales y tampoco el 81.8% en el epitelio luminal (Cuadro 3)

Cuadro 3. Porcentaje de hembras que presentan mucinas acidas en base a la

clasificacion Kenney Doig (1986) modificada por Schoon (1992).

Epitelio luminal Glandulas
Clasificacion Ausente Débil Fuerte Total Ausente Débil Fuerte Total
| 81.8% 91%  9.1% 100% |100% 0% 0% 100%
36 4 4 44 44 0 0 44
A 59.5% 243% 16.2% 100% |81.1% 16.2% 2.7% 100%
22 9 6 37 30 6 1 37
IIB 35.3% 23.5% 41.2% 100% |17.6% 0% 52.9% 100%
12 8 14 34 6 10 18 34
[} 14.3% 0% 85.7% 100% |0% 0% 100% 100%
4 0 24 28 0 0 28 28
Total 51.70% 14.7% 33.6% 100% [55.9% 11.2% 32.9% 100%
74 21 48 143 80 16 47 143

Existen diferencias significativas entre el grado de clasificacién con respecto a la escala de
tincién de mucinas acidas, tanto para el epitelio luminal como las glandulas (p <0.05).
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Figura 10. Biopsias endometriales. Las flechas sefialan los granulos de mucina acida tefida de
azul en las células epiteliales del lumen y de las glandulas endometriales. Mucinas acidas
tefiidas débil e intensamente en el epitelio luminal y en glandulas endometriales que se
encuentran dilatadas y rodeadas por tejido conectivo fibroso (B,C,D,E,F,G). Ausencia de
mucinas acidas en epitelio luminal y glandular (A)
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9.2. Distribucion de mucinas neutras endometriales en base a la clasificacion

Kenney Doig (1986) modificada por Schoon (1992)

El incremento en la escala de tincion de las mucinas neutras se asocia
positivamente con los cambios histologicos endometriales por endometritis y
endometrosis descritos en la categoria Kenney Doig (1986) modificada por
Schoon (1992) (Figura 11). Las mucinas neutras estuvieron presentes en todas las
células del epitelio luminal y glandular en el 100% de las hembras. Sin embargo la
proporcion de hembras que tifieron granulos débilmente en las células del epitelio
luminal fue mayor en las yeguas con clasificacion |, con un 72.2% que el resto de
las hembras que obtuvieron clasificaciones IlA, 1IB y Ill. Las hembras que
obtuvieron categoria lll, presentaron mucinas neutras tefiidas fuertemente en el
citoplasma de las células de las glandulas endometriales, asi como en su luz, con
un aumento notable en las glandulas que se encontraban marcadamente dilatadas
(p <0.05). Las yeguas con menor dafo degenerativo e inflamacién (1 y 11A) tuvieron
en su mayoria, granulos débilmente tefidos, unicamente en el citoplasma de las

células de las glandulas (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Porcentaje de hembras que presentan mucinas neutras en base a la

clasificacion Kenney Doig (1986) modificada por Schoon (1992).

Epitelio luminal Glandulas
Clasificacion Ausente Débil Fuerte Total |Ausente Débil Fuerte Total
I 0% 72.2%  27.3% 100% [0% 52.3% 47.7% 100%
0 32 12 44 0 23 21 44
A 0% 83.8% 16.2% 100% [0% 73% 27% 100%
0 31 6 37 0 27 10 37
IIB 0% 38.2% 61.8% 100% |0% 11.8% 88.2% 100%
0 13 21 34 0 4 30 34
1] 0% 7.1% 92.9%  100% |0% 0% 100% 100%
0 2 26 28 0 0 28 28
Total 0% 545%  45.5% 100% |0% 37.8% 62.2% 100%
0 78 65 143 0 54 89 143

Existen diferencias significativas en la escala de tincion de las mucinas neutras con respecto al
grado de clasificacion obtenido, tanto para el epitelio luminal como las glandulas (p <0.5).
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Figura 11. Biopsias endometriales. Las flechas sefialan los granulos de mucina neutras tefiidas
de purpura en las células epiteliales del lumen y glandulas endometriales (A, B). Mucinas
neutras en células del lumen y glandulas endometriales en corte histolégico categoria | Kenney
(C, D). Mucinas neutras en corte histolégico con infiltrado inflamatorio en el estrato compacto
(E, F). Abundantes mucinas neutras intensamente tefidas en la luz de glandulas dilatadas que

se encuentran rodeadas por tejido conectivo fibroso.

9.3. Distribucion de mucinas acidas endometriales durante el ciclo estral y

fase anovulatoria

La presencia y distribucion de mucinas acidas en las células del epitelio luminal
tiene efectos significativos de acuerdo a la época reproductiva (p< 0.05). Durante
el estro, las mucinas acidas predominaron en las células del epitelio luminal,

debido a que la mayor parte de las muestras obtenidas de hembras en ésta etapa
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presentaron mucinas débil y fuertemente tefidas con un 35.7 y 45.2% (Cuadro 5).
El 65.5 y 65.1% de yeguas en diestro y anovulatorias no presentaron mucinas
acidas en el epitelio luminal (p <0.05). La presencia de mucinas acidas en las
glandulas endometriales fue ausente en la mayoria de las yeguas. En los casos en
que si se observaron granulos débil y fuertemente tefidos, fueron en las glandulas
superficiales que se localizaban cerca del epitelio luminal en hembras que se

encontraban en estro (Figura 12).

Cuadro 5. Porcentaje de hembras en estro, diestro y fase anovulatoria que

presentan mucinas acidas en el endometrio.

Epitelio luminal Glandulas
Etapa
reproductiva Ausente Débil Fuerte Total Ausente Débil Fuerte Total
Estro 19% 35.7% 45.2% 100% |47.6% 26.2% 26.2% 100%
8 15 19 42 20 11 11 42
Diestro 65.5% 52% 29.3% 100% |56.9%  8.6% 34.5% 100%
38 3 17 5 33 5 20 58
Anovulatorias 65.1% 7% 27.9% 100% [62.8% 0% 37.2% 100%
28 3 12 43 27 0 16 43
Total 51.7% 14.7% 14.7% 100% [55.9% 11.2% 32.9% 100%
74 21 48 143 80 16 47 143

Existen diferencias significativas entre la época reproductiva en la que se encuentran las hembras
(estro, diestro y anovulatorias) y la escala de tincion de las mucinas en el epitelio luminal y las
glandulas (p <0.05).
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Figura 12. Biopsias endometriales. Las flechas sefalan los granulos de mucinas acidas tefiidas
de azul en las células epiteliales del lumen y las glandulas endometriales (A, B, C). Mucinas
neutras en epitelio luminal y las glandulas endometriales superficiales en cortes histolégicos de
yeguas en estro (D, E, F). Ausencia de mucinas acidas en epitelio luminal y glandulas en cortes

histoldgicos de yeguas en diestro y anovulatorias.
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9.4. Distribucion de mucinas neutras durante el ciclo estral y fase

anovulatoria

El 100% de las hembras presentaron tanto en las células del epitelio luminal como
en las glandulas endometriales granulos de mucinas neutras tefiidos con PAS
(Cuadro 6). El 79.3% las hembras que se encontraban en fase anovulatoria
exhibieron granulos de mucina teiidos de mayor intensidad en las glandulas
endometriales y células epiteliales; comparado con las hembras que estaban en
estro y diestro. El 69.8% de las hembras en diestro también presentaron granulos
de mucinas fuertemente tenidos, sin embargo esto fue mas evidente en las
glandulas endometriales que se encontraban en la parte mas profunda del estrato
esponjoso. Las hembras en estro exhibieron granulos de mucina débilmente
tefiidos tanto en las células del lumen como en las glandulas endometriales

(p<0.05) (Figura 13).
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Cuadro 6. Porcentaje de hembras en estro, diestro y fase anovulatoria que

presentan mucinas neutras en el endometrio

Epitelio luminal Glandulas
Etapa
reproductiva Ausente Débil Fuerte Total Ausente Débil Fuerte Total
Estro 0% 66.7% 33.3% 100% |0% 69% 31% 100%
0 28 14 42 0 29 13 42
Diestro 0% 63.8% 36.2% 100% |0% 20.7% 79.3% 100%
0 37 21 58 0 12 46 58
Anovulatorias 0% 30.2% 69.8% 100% |0% 30.2% 69.8% 100%
0 13 30 43 0 13 30 43
Total 0% 54.5% 45.5% 100% |0% 37.8% 62.2% 100%
0 78 65 143 |0 54 89 143

Existen diferencias significativas entre la época reproductiva en la que se encuentran
las hembras (estro, diestro y anovulatorias) y la escala de tincidon de las mucinas

neutras en el epitelio luminal y las glandulas (p <0.05).
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Figura 13. Biopsias endometriales. Las flechas sefialan los granulos de mucina neutras tefidas
de purpura en las células epiteliales del lumen y glandulas endometriales en hembras en estro

(A'y B), en diestro (C y D) y anovulatorias (E y F).
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10. Discusion

La produccion de moco en el endometrio del equino ha sido demostrada,
utilizando tinciones como azul alcian y acido periodico de Schiff, en donde se
aprecian los granulos de mucinas, producidas por las células del epitelio y la
glandulas endometriales (Causey et al., 2000). Bajo condiciones fisiolégicas
normales, las mucinas exhiben un perfil bien definido de sintesis, expresion y
secrecion el cual esta estrictamente regulado. Sin embargo este sistema puede
verse comprometido por una variedad de factores que afectan la integridad
celular y que conllevan a condiciones patolégicas que pueden alterar la

expresion génica y la tasa de secrecion (Andrianifahanana et al., 2006).

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, las mucinas son
producidas y secretadas constitutivamente en el epitelio luminal y glandular del
endometrio de las yeguas. Sin embargo los animales que presentan cambios
histolégicos endometriales inflamatorios o degenerativos que obtienen la categoria
lIA, 1IB y lll en base a Kenney Doig (1986) modificada por Schoon, exhiben
cambios significativos tanto en la secrecion como en el tipo de mucinas
expresadas, comparado con yeguas que no presentan dafos endometriales que

se encuentran dentro de la categoria I.

Los hallazgos mas significativos en cuanto al tipo de mucinas secretadas en
yeguas con alteraciones endometriales, se observaron con la tincion de azul
Alcian, tanto en las células del epitelio luminal como en las glandulas
endometriales. Las yeguas que obtuvieron la categoria Ill presentaron granulos de

mucinas acidas en las glandulas y en el epitelio luminal. Comparado con las
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yeguas que obtuvieron categoria |, que no presentaron granulos de mucinas
acidas, ni en las glandulas, ni en el epitelio luminal respectivamente (Figura 12).
Esto podria significar que a mayor dafno endometrial, mayor es la presencia y

tincion de mucinas acidas, tanto en el epitelio luminal como en el glandular.

De acuerdo a estos resultados, se infiere que la secrecion de mucinas acidas en
yeguas con dafo endometrial, puede deberse a una expresion desregulada y/o al
cambio en la glicosilacién de las mucinas. La expresidn desregulada de mucinas
ha sido vista como una de las caracteristicas mas destacadas en numerosas
condiciones patolégicas como son procesos neoplasicos o inflamatorios crénicos

(Andrianifahanana et al., 2006).

De acuerdo a Freeman et al. (1990), la secrecibn de mucinas acidas en el
endometrio de yeguas puede ser estimulada por procesos inflamatorios e
irritativos, actuando ésta de manera como un factor de proteccion, ya que él
demostrd que las mucinas acidas fueron secretadas en endometrios de yeguas a
las cuales se les indujo experimentalmente endometritis a través de un catéter e

infusidon de orina intrauterina.

Se ha reportado que las alteraciones o los cambios en la glicosilacion de las
mucinas se dan principalmente por dos factores, el primero es debido al aumento
en la expresion y actividad de las glicotransfererasas (enzimas necesarias para la
biosintesis de mucina) y el segundo, debido al cambio de las glicotransferasas, en
respuesta a factores como mediadores de la inflamacion o de respuesta inmune

como las citocinas, proteasas, prostaglandinas entre otros (Andrianifahanana et
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al., 2006). El estimulo para MUC a través de la citocinas se debe a la union de
éstas con su receptor celular de tipo tirosina kinasa, el cual a través de proteinas
JAK (quinasas janus) fosforilan y dimerizan proteinas STAT (Transductor de
sefales y activadoras de la transcripcion) que posteriormente son traslocadas al
nucleo para la activacion y regulacion positiva de genes MUC (Hollingsworth y

Swanson, 2004).

En enfermedades crénicas en humanos se ha comprobado que el cambio en la
glicosilacion de las mucinas conduce a una disminucion en la proteccion de las
mucosas, debido al cambio estructural y de funcion en las propiedades del moco.
Bajo estas condiciones, se ha observado que el moco se vuelve mas viscos,
pierde solubilidad en el agua, asi como sus propiedades bacteriostaticas, lo que
dificulta su eliminacion y predispone a la adhesion de agentes patdgenos

oportunistas agravando la enfermedad (Causey, 2007).

En humanos, los cambios en las propiedades reoldgicas del moco se han descrito
en el sindrome de ojo seco, en donde se describen diferencias en la produccién y
glicosilacion de mucinas, en colitis ulcerosa, haciendo hincapié en los procesos
inflamatorios asociados a esta enfermedad, donde se ha detectado glicosilaciéon
aberrante durante la fase activa de la enfermedad que después vuelve a patrones
normales durante la remision y también en casos de fibrosis quistica y bronquitis
cronica, donde lo mas evidente es el aumento de sulfatacion, siliacion y
fucosilacién de las mucinas, provocando en los pacientes mayor cantidad de
esputo altamente viscoelastico que conduce a obstrucciones en vias respiratorias

(Corfield, 2015).
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Aunado a los resultados descritos anteriormente, en este trabajo también se
encontré que las yeguas con cambios patologicos endometriales presentan
alteraciones en el patron de secrecion de mucinas neutras. La cantidad,
distribucion y tonalidad de moco endometrial en yeguas categoria IlA, 1IB y llI, fue
significativamente mayor en la luz de las glandulas endometriales que
presentaban fibrosis y dilatacién, en comparacion con las hembras que obtuvieron
clasificacion I, en donde la secrecion de mucinas fue homogénea tanto en el

epitelio luminal como en el glandular.

Resultados similares fueron descritos por Amaral et al. (1999) y Causey et al.
(2000), en yeguas viejas y con limpieza uterina retardada. Los cortes histologicos
endometriales obtenidos de estas hembras, presentaban una capa de granulos de
mucinas fuertemente tefidas con acido peryddico de Schiff por encima de las

células del epitelio luminal y en la luz de las glandulas dilatadas.

De acuerdo a Hoffman et al. (2009), el epitelio glandular con fibrosis, exhibe
patrones alterados en la expresidon de receptores de hormonas esteroides, de
proliferacion celular y de secrecién de proteinas. En sus resultados el autor
describe que existe alteracidn en la secrecidon de mucopolisacaridos en hembras
con dilatacion quistica de las glandulas endometriales en areas con fibrosis. De
acuerdo a este autor, estos eventos pueden ocurrir debido a una estimulacion
paracrina alterada en las glandulas endometriales, debido a la fibrosis de las

células estromales, y a fallas en el control hormonal y/o la destruccién del epitelio.
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(Gerstenberg et al. (1999) reporté que las yeguas con endometrosis, presentan
dafno endometrial permanente; lo que implica de tal forma cambios en la secrecion
y expresion de mucinas que dificilmente se pueden restablecer, ya que las células
productoras de moco presentan de la misma forma, dafo permanente e
irreversible que puede incrementar con el tiempo. Asi mismo, las glandulas
dilatadas, no son capaces de responder adecuadamente a los estimulos
endocrinos normales, un fendmeno que puede estar relacionado con la expresion
anormal de los receptores de hormonas debido a la sustitucion o destruccion del
epitelio. De acuerdo a esto, se infiere que las alteraciones cualitativas vy
cuantitativas en las secreciones endometriales, conllevan a una perturbacién del
microambiente uterino, que a su vez podria ser una de las razones de subfértilidad
y de los prolongados y repetidos tratamientos que resultan en muchas ocasiones
poco eficientes en yeguas con historia clinica de sobre producciéon y acumulacion
de moco uterino. Es un hecho que se requiere mayor investigacion sobre la
expresion y regulacion de las mucinas en estados normales y patologicos, con el
objetivo de formular y disefiar a futuro estrategias clinicas que ayuden a prevenir y

rectificar cualquier alteraciéon en la secrecion del endometrio.

En hembras, particularmente en las yeguas en la que el trofoblasto no es invasivo,
las secreciones endometriales desempefan un papel importante en la concepcion
y mantenimiento del embrion. A lo largo de todo el ciclo estral, numerosas
proteinas secretoras y carbohidratos estan presentes en el endometrio equino, con
una mayor acumulo en la fase lutea en comparacion con otras especies de

mamiferos examinados hasta ahora (Hoffman et al., 2003 y 2009). Los resultados
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obtenidos en este estudio concuerdan con lo mencionado anteriormente, ya que la
mayor cantidad de mucinas neutras tefiidas con PAS, se observo en las glandulas

endometriales en hembras en diestro.

Causey et al. (2000), menciona que el aumento en la intensidad de la tincién en la
secrecion de mucinas neutras durante el diestro puede estar relacionado a una
menor hidratacién del moco, lo que provoca mayor espesor de las secreciones,

sobre todo en las glandulas del estrato profundo.

En yeguas en fase anovulatoria, las mucinas tefiidas con PAS también se
observaron de mayor intensidad; sin embargo, la cantidad de mucinas secretadas
comparada con las yeguas en diestro y estro fue menor, tanto para el epitelio
luminal como en las glandulas. Lo cual se puede relacionar a que durante ésta
fase, el endometrio pasa por algun grado de atrofia fisiolégica, debido a la baja
concentracion de estrégenos y progesterona, provocando una disminucion en la
actividad secretora de las células e hidratacidon de las secreciones, provocando de

esta amanera que las mucinas se aprecien de mayor intensidad.

Estudios han demostrado marcadas diferencias en la actividad secretora entre las
glandulas profundas en comparacion con el epitelio luminal y las glandulas
superficiales (Gerstenberg et al., 1999). Esto esta relacionado con la habilidad del
endometrio para establecer un ambiente uterino receptivo para la implantacion y
sobrevivencia embrionaria, ya que en las yeguas el periodo de pre implantacion es

particularmente largo; es por eso que las secreciones glandulares son mas
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abundantes y notorias en diestro (Hoffmann et al., 2003). Actualmente se sabe
que las hormonas esteroides como la progesterona y los estrégenos influyen
también en la regulacién de la expresion de los genes que codifican para mucinas,

asi como en el contenido de agua, glicosilacién y pH (Lagow et al., 1999).

En las yeguas, la época reproductiva parece tener efectos significativos en la
expresion de mucinas secretadas, ya que durante el estro la produccion de
mucinas acidas en las células del epitelio luminal y en las glandulas superficiales
fue significativamente mayor que las hembras en diestro y en fase anovulatoria.
De acuerdo a Amaral et al. (1999) la produccion de mucinas acidas durante el
estro puede ser un factor importante en el transporte de espermatozoides viables
a través del utero hacia la papila utero tubal, asi como también, puede deberse a

una posible respuesta al depdsito de los residuos seminales en la cavidad uterina.

Al igual que en las yeguas, en mujeres se han detectado cambios en la secrecion,
composicidon y estructura del moco durante el ciclo menstrual y en el periodo de
pre implantacion. Por ejemplo durante el ciclo menstrual, encontraron que existen
dos tipos de moco cervical, uno de alta viscosidad que funciona como barrera
eficaz (A) y el otro con una baja viscosidad (B), el cual permite la entrada del
espermatozoide. La produccién de moco (B) se observé que es estimulado por los
estrogenos y el (A) por la progesterona. Posteriormente, se descubrieron mas
tipos de moco relacionado con cambios en su viscosidad, cada uno de ellos
correlacionado con diferentes niveles de estrégenos. Aunado a estos resultados,
también se observaron cambios en la composicion y estructura de los hidratos de

carbono del moco cervical, particularmente en los residuos de azucar, que
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contienen grupos sulfato y residuos de acido sialico. Las diferencias mas notables
se observaron en la glicosilacion de las mucinas, ya que los O-glicanos eran
practicamente idénticos en las mucinas antes y después de la ovulacion, pero
sustancia