Veterinaria México OA

E-ISSN: 2007-5472
gegp@ciencias.unam.mx
Universidad Nacional Autbnoma de
México

México

Ontiveros Tlachi, Rodrigo; Mufioz Teneria, Fernando Alberto; Anzaldta Arce, Santiago
René
Caracteristicas histologicas e histoquimicas del intestino delgado en crias de la tortuga
caguama ( Caretta caretta )
Veterinaria México OA, vol. 1, nam. 1, julio-septiembre, 2014, pp. 1-15
Universidad Nacional Autbnoma de México
Distrito Federal, México

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=493550285005

-
Coémo citar el articulo (‘))\ ,‘

Nimero completo Sistema de Informacion Cientifica
Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafa y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto

Mas informacion del articulo


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4935
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4935
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=493550285005
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=493550285005
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=4935&numero=50285
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=493550285005
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4935
http://www.redalyc.org

Oa '|
Articulo Cientifico W

DOI: http://dx.doi.org/10.21753/vmoa.l.1.334
Vol. 11 No. 11 Julio-Septiembre 1 2014

W Veterinaria
| México OA

Publicacion Digital de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia http://veterinariamexico.unam.mx

Caracteristicas histolégicas

e histoquimicas del intestino delgado
en crias de la tortuga caguama
(Caretta caretta)

Rodrigo Ontiveros Tlachi®’!
Fernando Alberto Mufioz Teneria®
Santiago René Anzaldua Arce?*

2 Departamento de Morfologia,

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Nacional Auténoma de México,
Coyoacan 04510, México D.F., México.

b Facultad de Agronomia y Veterinaria,

Universidad Auténoma de San Luis Potosi,

Km14.5, Carretera San Luis Potosi-Matehuala, Ejido
Palma de la Cruz, Soledad de Graciano Sanchez,
San Luis Potosi 78321, San Luis Potosi, México.

T Este articulo es el resultado del trabajo del primer
autor durante su estancia en el Programa

de Iniciacion Temprana a la Investigacion Cientifica
con el propésito de obtener el titulo de Médico
Veterinario Zootecnista.

*Autor para correspondencia:

Tel: + 52555622 5893
Correo electdnico:

reneanzalduaarce@yahoo.com.mx

Recibido:  2014-05-12
Aceptado:  2014-09-17
Publicado: 2014-09-29

Informacion y declaraciones adicionales
enlapaginal3

© Derechos de autor:
Rodrigo Ontiveros Tlachi et al. 2014

acceso abiertoa

Distribuido bajo una Licencia Creative Commons
Atribucién 4.0 Internacional (CC-BY 4.0

Resumen

La tortuga caguama (Caretta caretta) es una especie amenazada, por tanto
la [investigacion basica] es esencial para complementar los esfuerzos de con-
servacion. Con el objeto de generar informacién en este campo, este trabajo
se orientd a la identificacién de la morfologia microscépica y los aspectos
histoquimicos del intestino delgado en crias de tortuga caguama. Debido a
su estatus como especie amenazada, se analizaron 4 especimenes muertos.
Durante la necropsia, se obtuvieron muestras del intestino delgado en las
porciones craneal y caudal. Las muestras se procesaron por el método de
inclusion en parafina y se tifieron por las siguientes técnicas: hematoxilina y
eosina, tricromica de Gomori, cido peryodico-reactivo de Schiff (PAS), azul
alciano (pH 1.0 y pH 2.5), PAS-azul alciano, azul de toluidina (pH 4.5 y
pH 3.5), Giemsa, hierro coloidal, azul de Perls, impregnacién de Wilder, me-
tenamina de plata, Grimelius y Masson-Fontana.

Entre los hallazgos histoldgicos, los principales fueron: la mucosa intes-
tinal presento plicas revestidas por un epitelio cilindrico pseudoestratificado
con vasos sanguineos y en la submucosa se observaron abundantes vasos
linfaticos. Los granulos de secrecién de las células caliciformes presentaron
las siguientes caracteristicas: en la porcién craneal se observo
cia de mucopolisacaridos neutros, 4cidos sulfatados y con acido siélico. En
la porcién caudal se detectd la presencia de mucopolisacéridos neutros y
con 4cido sidlico. A lo largo del intestino se observaron células argentafines,

a presen-

principalmente en la porcion craneal. Existen diferencias morfoldgicas, tan-
to histoldgicas como histoquimicas, entre la porcion craneal y caudal en el
intestino de C. caretta. Estas caracteristicas se correlacionaron con posibles
funciones dentro de la fisiologfa tisular.

Palabras clave: Caretta caretta; Histologia; Histoquimica; Intestino delgado;

Mucopolisacéridos; Células argentafines.
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Introduccién

Las tortugas marinas pertenecen a la clase Reptilia y sus primeros registros fésiles
datan de hace 200 millones de afios (Pritchard, 1979). Pertenecen al orden Tes-
tudines (Linnaeus, 1758), el cual incluye a la familia Cheloniidae (Oppel, 1811).
Existen 7 especies de tortugas marinas, entre las que se encuentra la tortuga ca-
guama (ITIS, 2000).

Las tortugas caguama presentan una amplia distribucién biogeogréfica: habi-
tan las zonas célidas del Océano Pacifico, el Océano Atléntico, el Océano indico y
el Mar Mediterrdneo (Spotila, 2004). Son una especie omnivora, que se alimenta
de moluscos, crustéceos, esponjas, corales, algas y vertebrados pequefios como
peces (Ernst y Lovich, 2009). Tienen hébitos de alimentacién y nado bentdnicos
(Davenport y Clough, 1986, Ernst y Lovich, 2009); a temprana edad (cuando su
peso se encuentra entre los 300 g y 400 g), pueden nadar a profundidades mayo-
res de los 2 m; como adultos, pueden hallarse alimentdndose a 290 m (Davenport
y Clough, 1986).

En las tortugas caguama, como en otros reptiles, el tracto gastrointestinal (TGI)
consiste en la cavidad oral, el eséfago, el estémago, los intestinos, tanto delgado
como grueso, y la cloaca (Wyneken, 2001). El intestino delgado (ID) conforma
alrededor de 50% del total del TGl (Thompson, 1980); se divide en duodeno,
yeyuno e ileon. Macroscépicamente, el duodeno tiene una apariencia de panal de
abejas (Wyneken, 2001). La digestion quimica inicia en el estémago y contintia en
el ID, donde seran afiadidas enzimas que digerirdn a los carbohidratos y proteinas.
El'ID estéd especializado en la absorcion de aminoéacidos, carbohidratos, &cidos gra-
sos, minerales (principalmente calcio y fésforo) y agua (Wyneken, 2001).

De acuerdo con los datos de la investigacion, no se han realizado descripcio-
nes ni histoldgicas ni histoquimicas del ID de las tortugas caguama. Con el objeto
de generar informacion en este campo, este andlisis consistié en identificar la mor-
fologia microscapica y los aspectos histoquimicos del intestino delgado en crias de
tortuga caguama y los resultados se correlacionaron con posibles funciones. El ID,
visto como un ¢érgano especializado relacionado con la digestién y absorcién de
nutrimentos, fue el objetivo de esta investigacidn, como una primera aproximacion,
si se considera su uso potencial en estudios de fisiologia y patologia digestiva.

Material y métodos
Materiales bioldgicos
El protocolo para el uso de animales fue aprobado por el Comité Institucional
de Cuidado y Uso de Animales de Experimentacién (CICUAE) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Auténoma de
México, ademds de seguirse los lineamientos del Parque Eco-arqueoldgico Xcaret.
Por tratarse de una especie amenazada, el estudio se desarrolld con tortu-
gas caguama,muertas, en concordancia con las recomendaciones sefialadas por el
CICUAE. En el trabajo de campo colaboré la Coordinacién de Tortugas Marinas y
Manatis del Parque Ecoarqueoldgico Xcaret, localizado en Quinana Roo, México, a
los 21°09'17" Ny 86°50'56" O.
En el trabajo de campo, llevado a cabo de junio a julio de 2010, se practicaron
diversas necropsias; sin embargo, solo en 4 individuos se cumplieron las caracteris-
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ticas deseadas para esta investigacion (n=4), pues se considerd que el tiempo entre
la muerte y la fijacion fuera menor a una hora y que no existieran alteraciones ma-
croscopicas. Los especimenes utilizados se incubaron en nidos artificiales dentro del
acuario de Xcarety se hallaron muertos después de la eclosién. Al examen post mor-
tem, no se observaron lesiones macroscépicas. Durante la necropsia, el ID de cada
tortuga se dividio exactamente por la mitad. Se obtuvieron dos porciones: craneal
(duodeno) y caudal (yeyuno/ileon), debido a la dificultad de distinguir macroscé-
picamente entre los segmentos intestinales, tal como lo reporta Magalhaes (2012).
El tiempo transcurrido entre la muerte vy la fijacion fue alrededor de 30 minutos.

Procesamiento histoldgico

Las muestras se fijaron durante 48 horas en Z-Fix® (Anatech Ltd., MI, USA), una
solucion tamponada de zinc-formalina. Después se procesaron por el método de
inclusion en parafina Paraplast® (“R", McCormick Scientific® IL, USA) mediante un
histoquinette (American Optical® T/P 8000): las muestras se cortaron con un mi-
crotomo (Leica® RM 2125 RT) en ldminas de 4 um de grosor; se adhirieron a por-
taobjetos, desparafinados en xilol (5 minutos en dos ocasiones); se rehidrataron
con soluciones decrecientes de etanol (100%-95%, 5 minutos en dos ocasiones),
y se lavaron en solucion tamponada de fosfatos (PBS) por 5 minutos.

Para el andlisis histoldgico basico se manejaron las siguientes técnicas:
hematoxilina y eosina (HE) y tricrémica de Gomori (TG) (Garcia del Moral, 1993).
Mientras que para el estudio histoquimico se hicieron tinciones especiales (Pearse,
1960, Garcia Del Moral, 1993, Prophet et al, 1995), como la técnica del acido
peryodico-reactivo de Schiff (PAS), Giemsa, azul de toluidina (AT) a pH 4.5 y pH
3.5, azul alciano (AA) 8GX a pH 1.0 y pH 2.5, PAS/AA (AA 8GX pH 2.5/4cido
peryodico-reactivo de Schiff), hierro coloidal, azul de Perls, metenamina de plata
(MP), impregnacion de Wilder (IW) (Prophet et al, 1995), Grimelius y Masson-Fon-
tana (M-F). Para el montaje se utilizd Permanent Mounting Medium (VectaMount®
H-5000 CA, USA). La intensidad de la tincién se percibié visualmente bajo los
siguientes pardmetros: (-) sin tincion, (+-) intensidad muy débil, (+) intensidad dé-
bil, (++) intensidad media, (+++) intensidad fuerte y (y-M) gam a-metacromasia
(Garcia del Moral, 1993).

Procesamiento de imdgenes

Las fotomicrografias se tomaron con un microscopio Carl Zeiss® (Primo Star®, Go-
ttingen, Germany) conectado a una cdmara digital Moticam 5® (Motic®, Xiamen,
China). Para las mediciones se empled el software Motic Image Plus® software
(Motic®, Version 2.0, Xiamen, China).

Nomenclatura
La nomenclatura utilizada estd adecuada a la Némina Anatémica Veterinaria quinta
edicion (ICVGAN, 2012).
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Resultados

Resultados de histologia

La mucosa consiste en el epitelio de revestimiento, ldmina propia y la muscular de
la mucosa. El epitelio de revestimiento en el TGl de las tortugas caguama es pseu-
doestratificado cilindrico con células caliciformes intercaladas (CC), que se notan
en mayor nimero en la porcion craneal (Figuras1C, 10, 1G y 1H). Se observé que las
CC de esta porcién tienen forma alargada tipica, como un céliz, en contraste con la
porcién caudal, donde son redondeadas y de menor tamafio.

Los enterocitos (células epiteliales) presentaron un borde estriado (Figuras 1€,
1D, 1G y 1H); ademés, en ellos se advirtieron vasos sanguineos abundantes en la
ldmina propia (Figura 1G). Debajo de la membrana basal se encuentra la lamina
propia, delimitada por la muscular de la mucosa que se evagind y se formaron
plicas con diferentes longitudes. El tamafio de estas plicas fue mayor en la porcion
craneal (Figuras 1A y 1E). Estas evaginaciones se confirmaron con la tincién TG, que
permite distinguir el tejido conjuntivo del musculo liso (Figuras 1C y 16).

Del mismo modo, se distinguieron mtiltiples membranas basales que sopor-
tan un epitelio plano simple (endotelio) y forman ductos, semejantes a vasos lin-
faticos (Figuras1C, 1F y 1H). Ademas, se apreciaron células de afinidad tintorial pélida
de nucleo central y uno o dos nucléolos en el tejido conjuntivo laxo adyacente a la
ldmina muscular de la mucosa.

La tunica muscularis (muscular del érgano) consiste de 2 capas de musculo
liso: el estrato circular, que fue el mas delgado, y el estrato longitudinal (Figuras 1A,
1B, 1E y 1F). Entre las capas musculares circular y longitudinal se localizaron grupos
de células de afinidad tintorial pélida y nucleo central (Figuras 1B y 1F). La serosa,
formada por tejido conjuntivo laxo areolar y un mesotelio, recubria la superficie
externa a lo largo del intestino (Figura 1B).

Resultados de histoquimica
Se verificaron variaciones importantes. Los resultados de la histoquimica de los
mucopolisacaridos (MPS) se muestran en el cuadro 1.

La tincion PAS, que detecta glucdgeno vy dioles vecinales reactivos con el per-
yodato (Mc Manus, 1948), confirmé que el epitelio de revestimiento es pseudoes-
tratificado cilindrico (Figuras 2A y 3A). El citoplasma apical de las CCs dio positivo a
PAS a lo largo del TGI (Figuras 2A, 3A y Tabla1). En la submucosa, las membranas
basales que sostenfan el endotelio, en particular, se tifieron con las tinciones PAS,
MP e IW (Figuras 2A, 2E, 2F, 3A, 3E y 3F respectivamente).

Se observd una reaccion de metacromasia con las tinciones Giemsa y AT a
pH 4.5, que se corrobord con la tincién AT a pH 3.5, reaccién que se resistio a la
deshidratacion etilica; por lo tanto, pertenece al tipo gamma, pues demostroé la pre-
sencia de ésteres de sulfato (Pearse, 1960, Garcia de Moral, 1993). Se descubrid
una reaccién metacromatica en la porcion craneal (Figs. 2B, 2C, 2Dy Tabla 1), pero
no en la porcidn caudal, donde la tincion fue negativa (Figuras 3B, 3C, 3D y Tabla ).

La tincion AA se uso para determinar la presencia de mucopolisacaridos acidos
(MPSA) (Mowry, 1956); AA a pH 1.0, para MPSA con ésteres O-sulfatados, y AA a
pH 2.5, para MPSA con ésteres O-sulfatados y MPSA con grupos carboxilicos (4cido
sidlico o urénico) (Pearse, 1960, Garcia del Moral, 1993).
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Figura 1. Caracteristicas histologicas del intestino delgado. A, B, C, E, Fy G: Tincién tricrémica de Gomori. D y H: Tincion
hematoxilina y eosina. Epitelio de revestimiento (E), mucosa (M), submucosa (Sb), musculo liso (SM), tunica muscularis
(T\M), serosa (S), células caliciforme (flecha), borde estriado (BB), vaso sanguineo (BV), vaso linfatico (LV), endotelio (En),
plexo mientérico (PM) y lumen (*). Barra: Ay E) 100 pm; B, C, D, Fy G) 30 pm.
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Cuadro 1. Resumen de los resultados histoquimicos de las células caliciformes.

PAS +++ +++

Azul alciano (pH1.0) + +-
Azul alciano (pH 2.5) + +++
Azul alciano/PAS +++ et

Giemsa ++ v-M -

Azul de toluidina (pH 4.5) ++ v-M B

Azul de toluidina (pH 3.5) ++ y-M -
Metenamina de plata ++ et
Hierro coloidal + .

Azul de Perls - B

(-) sin tincion, (+-) intensidad muy débil, (+) intensidad débil, (++) intensidad media,
(+++) intensidad fuerte y (y-M) gama-metacromasia.

En las muestras de la porcién craneal tefiidas con AA a pH 1.0, los granulos
de las CC se pigmentaron débilmente (Figura 2G). Mientras que los granulos de
algunas CC en la porcion caudal tuvieron una muy débil coloracion, algunos otros
fueron negativos (Figura 3G). Las muestras de la porcion craneal tefiidas con AA a
pH 2.5 mostraron una reaccién tenue en los granulos de las CC (Figura 2H), mien-
tras que en la porcién caudal los granulos se pigmentaron intensamente (Figura 3H).

La técnica del PAS/AA permite distinguir entre granulos con MPS neutros y
MPSA en la misma célula. Detecta MPSA con grupos carboxilicos y MPSA con és-
teres O-sulfatados (color turquesa), dioles vecinales reactivos al peryodato (color
magenta) y MPSA con grupos carboxilicos, MPSA con ésteres O-sulfatados y dioles
vecinales reactivos al peryodato en conjunto (color morado) (Yamabayashi, 1987).
Los grénulos de las CC en ambas porciones intestinales mostraron afinidad a los
dos colorantes, pero con diferente distribucion. En la porcion craneal, las CC mos-
traron granulos especificos; incluso fue posible distinguir su afinidad por la tincién
PAS o AA (Figura 21). En contraste, en la mitad caudal se observd una pigmentacién
homogénea con ambos colorantes de tono morado (Figura 31).

Mediante la tincion de hierro coloidal se observaron MPS con acido sidlico
(Pearse, 1960; Rambourg, 1972; Garcia del Moral, 1993) en granulos de las CC a
lo largo del TGI (Figuras 2J, 3) y cuadro). La porcién craneal mostré una coloracién
menor (Figura 2)) a la porcién caudal (Figura 3J). Este resultado se corrobord con
la tincion azul de Perls, que descarta falsos positivos: las CC no se pigmentaron
(Garcia del Moral, 1993) (Figuras 2K, 3K y cuadro1).

La tincion MP y la IW, que evidencid fibras reticulares de la lamina reticularis
(Figuras 2E, 2F, 3E y 3F), se emplearon para determinar la presencia de membranas
basales. La tincién MP demostrd, ademds de la presencia de multiples membranas
basales, afinidad por vesiculas citoplasmaticas en los enterocitos, adicionalmente a
los grénulos de las CC en ambas porciones intestinales, con mayor intensidad en
la porcion caudal (Figuras 2E y 3E).

La tincion Grimelius, una técnica de impregnacién de plata, se empled para
la deteccién de células con granulos argirdfilos (Grimelius, 2004). Actimulos de
células agrupadas se encontraron en la submucosa, en particular en la base de
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Figura 2. Caracteristicas histoquimicas de la porcidon craneal del intestino delgado. A) Tincion PAS. B) Tincion
Giemsa. C) Tincion azul de toluidina (pH 4.5). D) Tincién azul de toluidina (pH 3.5). E) Tincion metenamina de plata.
F) Impregnacion de Wilder. G) Tincion azul alciano (pH 1.0). H) Tincién azul alciano (pH 2.5). 1) Tincién azul alciano/PAS.
J) Tincién de hierro coloidal. K) Tincion azul de Perls. Epitelio de revestimiento (E), borde estriado (BB), célula caliciforme
(flecha), membrana basal (BM), musculo liso (SM), vaso sanguineo (BV), vaso linfatico (LV), endotelio (En), tunica
muscularis (TM) y lumen (¥). Barra: 30 um.
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Figura 3. Caracteristicas histoquimicas de la porcion caudal del intestino delgado. A) Tincion PAS. B) Tincion Giemsa.
C) Tincion azul de toluidina (pH 4.5). D) Tincion azul de toluidina (pH 3.5). E) Tincién metenamina de plata. F) Impregnacion
de Wilder. G) Tincién azul alciano (pH 1.0). H) Tincion azul alciano (pH 2.5). I) Tincién azul alciano/PAS. J) Tincion de
hierro coloidal. K) Tincién azul de Perls. Epitelio de revestimiento (E), borde estriado (BB), célula caliciforme (flecha), célula
caliciforme tefiida con AA pH 1.0 (flecha negra), membrana basal (BM), musculo liso (SM), plexo submucoso (PS), plexo
mientérico (PM), vaso sanguineo (BV), vaso linfatico (LV), endotelio (En), tunica muscularis (TM) y lumen (¥). Barra: 30 pm.
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la plica, y aisladas a lo largo de la plica, adyacentes a la membrana basal epitelial
(Figuras 4A'y 4E). En apariencia, estas células fueron mds numerosas en la mitad
craneal: alrededor de 4 o 5 células por grupo en comparaciéon con una o 2 células
agrupadas en la mitad caudal.

La tincion M-F se uso para la deteccién de moléculas en los granulos de secre-
cion capaces de reducir a la plata, técnica basada en la reaccién argentafin (Garcia
del Moral, 1993). Se observaron grupos de células en el mismo niimero, posicion
y morfologia que aquellas encontradas con la tincion de Grimelius (Figuras 4C, 4D,
4G y 4H).

Finalmente, para la distribucion de MPS en las CC a lo largo del TGl se conclu-
ye de la siguiente manera: en la porcion craneal, MPS neutros (Figura 24), MPSA
sulfatados (Figuras 2B, 2C, 2D y 2G) y MPS con 4acido sidlico (Figuras 2J y 2K); en la
porcién caudal, MPS neutros (Figura 3A) y MPS con écido sidlico (Figuras 3J y 3K).

Discusién

Histologia

El borde estriado de la superficie apical de los enterocitos (Figuras IC, 1D, 1G y 1H)
corresponde a la imagen microscdpica de las microvellosidades, lo que sugiere
que los enterocitos presentan el drea de superficie incrementada para la absorcién
(Eichholz y Crane, 1965); sin embargo, es necesario confirmar esta percepcion
mediante microscopfa electrénica.

Con respecto al epitelio de revestimiento, ninguna de las técnicas de tincion
(Figuras 1A, 2Ay 3A) mostrd limites celulares paralelos a la membrana basal, lo
que define a este epitelio de revestimiento como pseudoestratificado cilindrico;
también exige confirmacién mediante microscopia electrénica. Este hallazgo es
consistente con las descripciones realizadas en el TGl de un anfibio: el cecilido
Typhlonectes venezuelensis (Martinez et al, 2004). Los autores proponen especu-
lar que el ID de las tortugas caguama pudiera llevar a cabo funciones respiratorias,
basados en la peculiaridad del epitelio pseudoestratificado. .

En un inicio el andlisis apuntaba hacia las células de Paneth, las enteroenddcri-
nas y las caliciformes; pero solo se identificaron estas Ultimas, mismas que presen-
taron caracterfsticas histoquimicas que se discuten con mayor detalle més adelante.

La submucosa se evagina hacia la luz formando plicas (Figuras 1A y 1E). La
presencia de plicas en el aparato digestivo es una caracteristica relevante del ID de
las tortugas caguama. En el caso de las tortugas marinas, las razones fisioldgicas
acerca de la existencia de plicas no estd confirmado; no obstante, en el duodeno,
macroscopicamente se advierten estructuras o elevaciones de la mucosa con la
apariencia de panal; estas estructuras pueden contribuir, no sélo a la compactacién
del alimento, sino a la ampliacion de la superficie de contacto, quiza por la ausencia
de vellosidades intestinales en las tortugas (Wyneken, 20071).

Los multiples ductos con la apariencia de vasos linfaticos es una caracteristica
significativa del ID de las crfas de tortugas caguama. Una posibilidad de la existen-
cia de estos ductos se explicarfa por el transporte de quilomicrones a través de los
vasos linfaticos (Tso y Balint, 1985). Los quilomicrones transportan colesterol (Tso
y Balint, 1986) y las tortugas caguama son grandes consumidoras de colesterol
(Kakizoe, 2004), quiza por su dieta rica en crustaceos (Ernst y Lovich, 2009).
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Figura 4. Resultados histoquimicos de las técnicas Grimelius y Masso-Fontana. Porcién craneal: A y B) Tincion
Grimelius, C y D) Tincién Masson-Fontana. Porcion caudal: E y F) Tincién Grimelius, G y H) Tincién Masson-Fontana.
Epitelio de revestimiento (E), mucosa (M), borde estriado (BB), célula caliciforme (flecha), célula argentafin (ArC), célula
argirdfila (AC), eritrocito (Er), submucosa (Sb), plexo submucoso (Psb), plexo mientérico (PM), vaso sanguineo (BV), vaso
linfatico (LV), endotelio (En), tunica muscularis (TM) y lumen (*). Barra: Ay C) 100 um; Ey G) 30 um; B, D, Fy H) 20 um.
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Los grupos de células palidas observadas en la submucosa y en la muscu-
lar del drgano, entre el estrato circular y el longitudinal (Figuras 1B y 1F), pueden
corresponder al plexo mientérico y submucoso, que actian como moduladores
importantes de la peristalsis y en la compactacién del contenido intestinal (Holm-
berg et al, 2002). Timmermans et al, (1991) describieron la inervacion entérica
intrinseca en la tortuga de agua dulce Pseudemys scripta (ahora Trachemys scripta
elegans); sin embargo, es inexiste la informacion al respecto en tortugas marinas
para compararlas.

Histoquimica

La combinacion de MPS se ha discutido como aspecto adaptativo (Park et al,
2001) que permite la lubricacion y limpieza (Moitra et al, 1989) debido a la capa-
cidad de favorecer las interacciones entre el agua y la mucosa (Singh et al, 1974).
Rogers (1961) reportd que 1 g de MPSs puede asociarse con 200-500 g de agua.

La reaccién metacromaética tipo gamma en los granulos de secrecion de las CC
en la porcién craneal se relaciona con la presencia de componentes electronegati-
vos (polianiones), en particular, ésteres sulfatados que favorecen la acumulacién o
polimerizacion de los componentes cationicos de las tinciones Giemsa y AT (Pear-
se, 1960, Garcia del Moral, 1993). Se ha sugerido que los MPSA, especialmente
los MPSA sulfatados, forman una barrera de defensa que protege al intestino de
patogenos potenciales y de las enzimas digestivas (Robertson y Wrigth, 1997).
Es compatible con otros experimentos, los cuales indican que las CC de la region
intestinal, densamente poblada con microorganismos, secretan principalmente
mucinas 4cidas (Nieuw et al, 1998). Mas aun, los MPSA sulfatados muestran una
mayor resistencia a la degradacion por glicosidasa bacteriana, ademas de poseer
un fuerte efecto inhibitorio en el crecimiento bacteriano comparado con los MPSA
no sulfatados (Conour et al, 2002).

Por otro lado, la afinidad de los grénulos de secrecién de las CC con la tincién
MP estd asociada a los aldehidos reactivos obtenidos después de una alta oxida-
cion con &cido crémico, lo que revela tanto glucdégeno como MPS neutros (Pearse,
1960). El glucdgeno se ha reportado en las CC de ratas y se ha discutido el papel
de la glucosa como precursor en la sintesis de otros carbohidratos en el aparato
de Golgi (Neutra y Leblond, 1966). Las vesiculas citopldsmicas constatadas con
la tincién MP indican la posible presencia de cisternas del aparato de Golgi (Ram-
bourg et al, 1969).

La naturaleza de las células con granulos reactivos a las tinciones de impreg-
nacion de plata, Grimelius y M-F no se determiné por completo. Ahmed et al,
(2009) evaluaron la técnica de Grimelius en el Varanus niloticus para demostrar la
presencia de células enteroenddcrinas, una variedad de célula epitelial. Mas aun,
en mamiferos, la reaccién argentafin y argirofila se asocia con moléculas capaces
de reducir el nitrato de plata, tales como las aminas bidgenas (fundamentalmente
5-hidroxitriptamina y dopamina) (Lundqyist et al, 1990), que sintetizan los mas-
tocitos (Kushnir-Sukhov et al, 2007) y las células enteroenddcrinas (Grimelius,
2004). En la C. caretta, la localizacién de estas células en la submucosa y su mor-
fologia, podrian sugerir corresponden a mastocitos; sin embargo, los mastocitos
son células tipicamente reactivas al AT (Chiu y Lagunoff, 1972), hecho que no se
observd en esta investigacion. La posible presencia de otras células glandulares
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como las de Paneth es especulativo, ya que no se han reportado ni en otras tor-
tugas, como en la tortuga Testudo graeca (Perez-Tomas et al, 1990), ni en otros
reptiles (Ferri et al., 1976, Kotze et al 1992).

El' hecho de que los animales analizados fueran crias complica la interpretacion
de los resultados. Al respecto, conviene llevar a cabo estudios inmunohistoquimi-
cos complementarios, tanto para la investigacion de mastocitos como de células
de Paneth.

Los andlisis de inmunohistoquimica, enfocados a determinar la existencia de
células tales como linfocitos intraepiteliales, células dendriticas y linfocitos en mi-
gracion, clarificarfan los mecanismos de la inmunidad mucosal. También se reco-
mienda indagar respecto a la fisiologfa de los quilomicrones, con investigaciones
similares a las de Tso y Balint (1985). Cualquier exploracién prospectiva requerira
una descripcion histoldgica, por lo que este trabajo servird de cimiento.

Conclusiones

El intestino delgado de las crias de tortugas caguama es un érgano peculiar, en
especial por la pseudoestratificacién del epitelio de revestimiento y los muiltiples
vasos linfaticos. Las diferencias histologicas e histoquimicas a lo largo del intestino
delgado indican que las funciones realizadas por ambas porciones son diferentes.
Por ejemplo, los mucopolisacéridos acidos sulfatados, que forman una barrera de
defensa contra los microorganismos, se hallan en la porcion craneal. Es necesario
que los resultados se comparen utilizando diversos grupos etarios.

Se han formulado hipétesis y se ha descubierto informacién nueva, tal como
la posible funcion respiratoria; mas es indispensable pensar en futuras argumen-
taciones cientificas, apoydndose en hallazgos ultraestructurales con microscopia
electronica. Del mismo modo, serd necesario desarrollar técnicas complementarias
para determinar la presencia de células de Paneth y enteroenddcrinas. La lectin his-
toquimica podria elucidar la naturaleza bioquimica de los carbohidratos estudiados.

Finalmente, se comprenden las limitaciones de esta descripcién en cuanto
al nimero de individuos, los grupos etarios y la conservacién de las muestras; no
obstante se entiende como un valioso esfuerzo para la comprension y aplicacion
del conocimiento histologico en la conservacion de tortugas marinas.
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