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SUMMARY

We have realized the study of 10 morphological parameters in the duodenum of the
NMRI mice. These parameters were: duodenum length, extension of the Brunner’s
glands. number of villus and number of crypts/mm, villus height, crypt height. villus
size index, crypt size index, mitotic number and mirotic index.

We used 24 animals from 18 to 33 weeks of age.

Significative differences in these parameters between males and females are descri-
bed.

RESUMEN

Hemos realizado el estudio de 10 pardmetros morfoldgicos en el duodeno del raton
NMRI. Estos parametros fueron: la longitud del duodeno. extension de las glandulas
de Brunner, n.° de vellosidades y de criptas/mm, altura de la vellosidad, altura de la
cripta, tamario de la vellosidad.tamario de la cripta, n.° de mitosis e indice mitotico.
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El n° de animales fue de 24, pertenecientes a ambos sexos, cuya edad oscilaba entre
las 18 y 33 semanas.

Se describen las diferencias significativas encontradas entre ambos sexos. para los
distintos parametros sefialados.

INTRODUCCION

En principio, la superficie mucosa del intestino delgado podria considerarse como
la superficie interna de un largo cilindro; sin embargo, en la mucosa intestinal existen
estructuras cuya mision es la de ampliar el drea de la superficie para la digestion y ab-
sorcion de las sustancias nutritivas, En la rata '2 y el ratén, no existen plicas circulares
para aumentar la superficie mucosa como ocurre en el hombre ', por tanto, el drea
atil para la digestion-absorcion en el intestino delgado estd determinada por las vello-
sidades, microvellosidades y criptas 2.

Las vellosidades intestinales son evaginaciones de la mucosa formadas por un eje
central conjuntivo perteneciente a la lamina propia y recubiertas por un epitelio cilin-
drico simple con células columnares, mucosas y enteroendrocrinas 2 8. En el duodeno
del ratén, las vellosidades tienen forma de dedo de guante o ligeramente lanceolada.

Un mayor aumento de la superficie mucosa del intestino delgado se debe a la pre-
sencia de glindulas tubulares simples entre las vellosidades, denominadas criptas de
Lieberkiihn, las cuales se extienden a lo largo de la lamina propia, hasta la muscular
de la mucosa. A pesar de ser glandulas tubulares simples, en el raton es frecuente ob-
servar criptas con 2, 3 o incluso 4 bases 7. La mayoria de los autores consideran a las
criptas ramificadas o «bifidas», como un mecanismo de formacion de nuevas criptas
durante el crecimiento y la reparacion 7- !, Las criptas de Lieberkiihn del intestino
delgado estan tapizadas por un epitelio simple con células columnares. mucosas. ente-
roendocrinas y de Paneth 2-4.8. 16,

El epitelio intestinal es un sistema en constante renovacion. En el epitelio del raton
adulto, la mayoria de las células formadas se utilizan en la renovacion del mismo,
mientras que sélo una pequefia porcion de ellas van a intervenir en el crecimiento de
este epitelio”. Es evidente que las células columnares ©, mucosas * y enteroendocri-
nas ? emigran desde las criptas hacia las vellosidades. En la base de las criptas, se en-
cuentran las células madre indiferenciadas, que dardn origen a los 4 tipos de células
epiteliales intestinales * 4. 6. 15 Las células epiteliales proliferan dentro de las criptas y
s¢ mueven hacia la luz intestinal convirtiéndose en células diferenciadas maduras, per-
diendo la capacidad de dividirse '4. Por ello, algunos autores 7 consideran a la pobla-
cion celular de las criptas como el compartimento de produccion celular, mientras
que la poblacién celular de las vellosidades representa el compartimento funcional.

En nuestro trabajo, hemos determinado los parametros morfolégicos del duodeno,
con el fin de obtener los datos necesarios para detectar posibles diferencias entre indi-
viduos o entre grupos de poblacion que puedan ser de aplicacion para detectar anoma-
lias, en trabajos posteriores.

MATERIAL Y METODOS
Para nuestro trabajo hemos utilizado ratones albinos de la estirpe NMRI, pertene-

cientes a ambos sexos. Los animales fueron destetados a las 3 semanas de edad y se
distribuyeron machos y hembras por separado. Hasta el momento del sacrificio se
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mantuvieron con una dieta granulada normal (A04 de PanLab) v agua «ad libitum».
A las 17 semanas de edad. el peso de las hembras oscilaba entre 35 v 39 g. y el de los
machos entre 43 v 48 g,

Los animales se sacrificaron en grupos de 6 (3 hembras v 3 machos) a las 18, 23, 28
v 33 semanas de edad. por sobredosis de ¢ter etilico. Todos los animales se sacrifica-
ron entre las 10 v las 12 de la manana para disminuir en lo posible los cambios debi-
dos a variacion diurna.

Inmediatamente después de la muerte se recogia el duodeno de cada animal, se me-
dia su longitud v se seccionaba longitudinalmente para enrollarlo en su totalidad. se-
gin la téenica de Moolenbeek vy Ruitenberg '3, procediendo posteriormente a su in-
mersion en solucion fijadora de Bouin. El material incluido en parafina se cortd en
secciones de 4 micras, que fueron tefidas con la téenica de PAS-hematoxilina.

Las medidas se realizaron con un ocular micrométrico calibrado, a 100 x para la ex-
tension de las glindulas de Brunner. numero de vellosidades y de criptas/mm, asi
como la altura de las vellosidades. y a 400 x para medir la altura de las criptas. Para
el recuento de células v ndmero de mitosis se utilizaron mayores aumentos (1.000 x).

La extension de las glandulas de Brunner fue determinada a nivel de la submucosa,
desde el inicio de las glindulas a nivel del estrechamiento pilérico del duodeno hasta
su finalizacion.

Consideramos el nimero de vellosidades/mm como el niimero medio de vellosida-
des comprendidas en | mm de la escala del ocular micrométrico, incluyendo en el re-
cuento solamente aquellas vellosidades en las que se veia continuidad de su eje con-
juntivo con la lamina propia vy al menos era visible un tercio de su longitud. Se reali-
zaron 10 recuentos por cada corte histologico.

El numero de criptas/mm, representa el numero medio de criptas de Lieberkiihn
comprendidas en un mm de la escala del ocular micrométrico, incluyendo en el re-
cuento solamente aquellas criptas en las que se veia continuidad de su luz con el espa-
cio intervellosidad y era visible al menos un tercio de su longitud (las criptas «bifidas»
se contaban como una sola). Se realizaron 10 recuentos por cada seccion.

Consideramos a la altura de la vellosidad como la altura media de las vellosidades,
desde la union vellosidad-cripta hasta el apice de la vellosidad, medida por el punto
medio del eje de la misma. Se midieron 10 vellosidades por cada seccion, teniendo en
cuenta que se escogian las vellosidades mas altas y simétricas, cuyo eje conjuntivo pre-
sentaba continuidad con la ldmina propia.

Para determinar la altura de la cripta, consideramos a la misma como la longitud
media de las criptas de Lieberkiihn medida desde su base hasta su desembocadura en
el espacio intervellosidad. Se midieron 10 criptas por cada seccién, teniendo en cuenta
que se consideraban solamente aquellas criptas cortadas longitudinalmente, con toda
su luz visible, y cuya base alcanzaba la muscular de la mucosa.

Consideramos al ramario de la vellosidad como el numero medio de células epitelia-
les en los cortes longitudinales de vellosidades representativas. El nimero de células s¢
determiné por el recuento del nimero de nicleos, ya que en el epitelio del intestino
delgado s6lo existen células mononucleadas. En el recuento se incluyeron todos los ti-
pos de células epiteliales: columnares, mucosas y enteroendocrinas. Las vellosidades
seleccionadas como representativas eran las mas altas, cortadas por su eje medio en
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toda su longitud y que presentaban una sola capa de nucleos en el epitelio. Se conta-
ron 10 vellosidades representativas por cada seccion.

Para la determinacidn del tamaiio de la cripta consideramos a éste como el nimero
medio de células epiteliales en los cortes longitudinales de criptas representativas. En
el recuento se incluyeron todos los tipos de células epiteliales: columnares, mucosas.
enteroendocrinas y de Paneth. Las criptas se tomaban como representativas cuando se
extendian desde la base de la vellosidad hasta la muscular de la mucosa v el plano de
la seccion pasaba a lo largo de su eje. A ambos lados de la seccidn presentaban solo
una capa de nucleos. Se contaron 10 criptas representativas por cada seccion.

Consideramos el numero de mitosis como el niimero medio de figuras de mitosis
por cripta, y para su determinacion se midieron 20 criptas representativas por cada
corte histologico del duodeno.

El indice mitdtico es el porcentaje de figuras de mitosis de la cripta en un momento

dado. Su valor deriva de la siguiente ecuacion:

n.° de mitosis

~ Tamano de la cripta X 100

RESULTADOS

La longitud del duodeno aumentaba con la edad de los animales, exceptuando el
grupo de los machos de 33 semanas. en el cual disminuyd ligeramente respecto a los 2
grupos anteriores (tabla 1). A las 23 y 28 semanas de edad. la longitud del duodeno
era significativamente mayor en los machos que en las hembras (P < 0.,05).

La extension de las glandulas de Brunner era variable respecto a la edad de los ani-
males. pero siempre mayor en los machos que en las hembras, con un grado de signifi-
cacion del 95% (P < 0,05) a las 28 semanas, v del 99% (P < 0,001) a las 18, 23 v

33 semanas de edad (Tabla I).
Tablal

Medidas de la longitud del duodeno y extension de las glindulas de Brunner en ratones macho y
hembra y diferencia entre ambos sexos segin la edad.

Longitud del duodeno (cm) Extension gl. Brunner (om)
Edad
(semanas) Machos Hembras Diferencia Machos Hembras Diferencia
Z 1
18 5,3040,15% [5,5640,20% | -0,26° |3,75:0,05% |2,37+0,10° 1,38
3 L d
23 6,23+0,18 |5,632017 0,605  13,9140,18 [2,0840,08 1,83°
28 6,2610,13 |5,83+0,12 0,43° |3,20+0,12 |2,8240,12 O
o 5 sad
32 6,1040,05 [6,03+0,28 | 0,07’ 4,97+0,06 |3,69+0,07 [,.ffs(
a= X + error estandar para 3 animales. c= P<0,05.
b= No significativo. P> 0,05. d= P<0,001.
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La Tabla Il reflgja ¢l numero de vellosidades y de criptas/mm. Tanto en el numero
de vellosidades como en el niumero de criptas/mm no existian diferencias significati-
vas entre machos y hembras a las 18 v 23 semanas de edad. A las 28 semanas el nu-
mero de vellosidades/mm era significativamente mayor en las hembras (P < 0,05) y
a las 33 semanas ¢l nimero de criptas/mm era significativamente mayor en los ma-
chos (P < 0.05).

Tabla 11
N.° de vellosidades ¥ n.* de criptas/mm en ratones macho y hembra y diferencia entre ambos sexos
segun la edad.
N vellosidades ‘nm N¢ criptas/mm
Fdad
(semanas ) Machos Hembras Diferencia Machos Hembras Diferencia
: ¥ . t . F e -l
1S 6,830, 12® |6,8340,17% 0,00° 17,03:0,26% | 17,0140,75% 0,020
. = || ’ b Es . T b
23 6,70+0,17 | 6,060+0,21 0,04 17,63:0,20 17,2340, 50 0,40
o8 6,36+0,20 | 7,3040,20 -0,04" 17,0040, 25 16,6040,40 0,407
s - ‘ N o - - 3
13 7,0040,17  [6,0340,1% | 0,13 16,33+0, 31 17,06+0,06 <78t
\

a= X + crror estindar para 3 animales.

b= No signiticat ivo. P>0,05,

c= P< 0,035,

Comprobamos que la altura de las vellosidades era mayor en los machos que en las
hembras de 18 semanas, con un grado de significacion del 95% (P < 0,05) (Tabla
[11), no existiendo diferencias significativas entre ambos sexos a partir de esa edad.

En cuanto a la altura de las criptas (Tabla 1), solo hubo diferencias significativas
(P < 0,05) entre ambos sexos a las 33 semanas siendo mayor en los machos que en
las hembras.

Tabla I11
Altura de la vellosidad y altura de la cripta en ratones macho y hembra y diferencia entre ambos
sexos segun la edad.

Altura de la vellosidad (}1! Altura de la oripta !)1]
Fdad
(semanas ) Machos Hembras Diterencia Machos Hembras Diferencia
o = 3 HY ) a e] N S, e B i1 e 5}
| 470,00402,64" | 460,00403, 51 10,00 119,33+2,76 108,0845, 10 iz2s
3 k
23 457,00413,01 | 499,60411,02 —12,606" 104,834 ,08 104,2515,05 0,58
& & - | . A
25 460,00:01,15 | 465,00.008, 32 4,007 00,6642 ,04 1076644, 76 -ﬂ,tunb
T - S 1 i
3 435,33420,40 1 aK3,00405,20 | -44,67" 112,084,060 08,0041, 37 14,08¢

az= X+ crror estandar para 2 animales,
b= No sizniticat ivo, PP>0,05,

(= PLN, 05,



Las determinaciones del tamaiio de la vellosidad se reflejan en la tabla IV. existien-
do tan solo diferencias representativas (P < 0,05) entre ambos sexos a las 33 semanas
de edad, siendo mayor el iamaiio de la vellosidad en las hembras de esta edad respecto
al de los machos.

El tamario de la cripta (Tabla 1V) y el nimero de mitosis (Tabla V) fueron los dos
unicos parametros de nuestro trabajo en los cuales no hubo diferencias significativas
entre machos y hembras en ningtn grupo de edad.

TablalV
Tamaiio de la cripta (n.° de células epiteliales/seccion) y tamafio de la vellosidad (n.® de células
epiteliales/seccion) en ratones macho y
hembra y diferencia entre ambos sexos segun la edad.

Tamano de la cripta Tamano de la vellosidad
Edad
(semanas) Machos Hembras | Diferencia Machos Hembras Diterendia

: - a g 1 ik b . | - oy L 5]
18 39,53+40,12%) 40,30+1,21 =0,77 173,70+0,36 174,107 ,71 =0, 40
o __ o P = Fy

23 39,03+0,52 |39,73+1,41 -0,70 178,70+0,81 150, 2043, -1, 50

, - = !

28 30,60+1,10 |40,0641,05 —1,36" 178,03+1,66 181,33+2,21 T

% b = e | z g i ¢

33 30,10+1,41 |39,43+0,80 -0,33 167,40+5,47 150,2040,72 | =12,50

a= X + error estindar para 3

s

animales

b= No significativo. P> 0,05.

= PL0,05.

El indice mitético (M) fue mayor en los machos que en las hembras de 33 semanas,
con un grado de significacion del 95% (P < 0,05), no existiendo diferencias significa-
tivas entre el resto de los grupos (Tabla V).

Tabla V

N.° de mitosis (n. de figuras de mitosis/seccion de la cripta e indice mitdtico (% de mitosis/seccion
de la cripta) en ratones macho y hembra y diferencia entre ambos sexos segun la edad.

N2 mitosis Indice mitdtico (%)
Edad
(f‘“r"“i“lilﬁ) Machos Hembras Diferencia Machos Hembras Diterencia
18 1,2640,06% | 1,2640,04% 0,00°  |3,100,14% |3,1320,03" 0,06
5a 28 o 5] . - w3
<3 1,2840,03 |[1,2140,04 0,07 3,28+0,04 |3,06+0,13 0,22
28 1,0540,02 b1, 5 e b
;050,02 | 1,1140,04 -0,06 2,65+0,04 [2,72:+0,04 —0),07
2 3 .
39 1,1040,05 |1,01£0,0] 0,00” 2,80+0,00  |2,57+0,01 23

a= X & errop estandar para 3 animales,

b= No significativo. P>0,05.,

e= PZ),05,
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DISCUSION

Algunos autores '* han estudiado la longitud del duodeno en las ratas hembra de 32
semanas obteniendo un valor medio de 7.1 cm. que difiere del obten'ld‘c) en nuestro
trabajo para las hembras de esa edad (6,03 cm), diferencia que parece logica entre am-
bas especies de roedores. |

En ratones macho Swiss de 28 semanas . se ha calculado una altura de las criptas
de 170 micras y una altura de las vellosidades de 550 micras, a nivel del yeyuno, valo-
res sensiblemente mayores a los obtenidos por nosotros a nivel del duodeno (99.66 y
469 micras respectivamente). ) ;

En ratas macho de 32 semanas de edad > '®, el ramario de la vellosidad a nivel del
duodeno oscila entre 270 y 275.6 v el tamaiio de la cripta entre 117,5 y 124,2, resulta-
dos mucho mayores a los obtenidos en nuestro trabajo (Tabla IV).

Nuestros datos se aproximan mas a los estudiados en el duodeno de ratas hembra de
18 a 21 semanas ', con un tamario de la cripta entre 58 y 62. . o

Coincidimos con otros autores ' > ' en que las mitosis a nivel de la cripta son visi-
bles a nivel de los 2/3 inferiores de su longitud. Las mitosis se aprecian ciar{lmente, ya
que los grupos de cromosomas se localizan mds proximos a la luz de la cripta que el
resto de los nucleos epiteliales. .

Nuestros datos acerca del n.° de mitosis no coinciden con los obtenidos en ratas ma-
cho adultas * . que oscilan entre 5.8 y 6.2 a nivel del duodeno. '

Ninguno de los trabajos revisados hacia referencia a la extension de las glandulas de
Brunner ni al n.» de vellosidades y de criptas/mm.
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