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1. RESUMEN / PALABRAS CLAVE

El envejecimiento se caracteriza por una disminucién progresiva de la capacidad
funcional de todos los tejidos del organismo. Numerosas teorias han propuesto
mecanismos para explicar dicho fendbmeno, siendo una de la mas aceptada la que
responsabiliza a los radicales libres producidos a nivel celular. El estrés oxidativo
altera la funcién y la estructura de las células, afectando a lipidos, proteinas e hidratos
de carbono en todos los sistemas y aparatos. Cabe destacar que los sistemas
nerviosos central y entérico son especialmente sensibles al estrés oxidativo, donde
inducen cambios en su estructura y funcion.

Para estudiar el efecto del envejecimiento, se han utilizado cortes de duodeno en ratas
de 3, 12 y 24 meses de edad, marcados mediante inmunohistoquimica con
anticuerpos frente a la proteina S-100. Se ha realizado un estudio morfométrico
calculando las areas de las tinica submucosa y muscular, y la superficie que ocupa el
plexo submucoso, situado en la pared submucosa y el plexo mientérico, entre las
capas musculares circular y longitudinal del duodeno, en los tres grupos de edad.

Los resultados obtenidos sugieren un marcado descenso tanto del plexo submucoso
como del mientérico, a medida que aumenta la edad de las ratas. Estos datos,
coincidentes con estudios realizados por otros autores, apoyan la hipotesis de que con
la edad, se producen alteraciones en el sistema nervioso entérico, que pueden ser
responsables de la mayor susceptibilidad de trastornos de la motilidad intestinal, como
el estrefimiento.

Palabras clave: envejecimiento, radicales libres, estrés oxidativo, sistema nervioso

entérico, plexo mientérico, plexo submucoso.

2



Envejecimiento del sistema nervioso entérico duodenal
Laura Lépez Gémez

2. ABSTRACT / KEYWORDS

Aging is characterised by a progressive decrease in the functional capacity of every
tissue in our body. Many theories have suggested several processes in order to explain
this phenomenon, being the theory of free radicals produced in cells the most accepted
one. Oxidative stress alters the function and the structure of cells by afecting lipids,
proteins and carbohydrates in every organ. It should be noted that central and enteric
nervous system are paticularly sensitive to oxidative stress, which induces changes in
its function and structure.

In order to study the effect of aging, sections of 3, 12 and 24-month-old rat duodenum
marked by immunohistochemistry with antibodies against S-100 protein. A
morphometric study was carried out calculating the submucosa and muscularis areas
and the surface occupied by the submucosal plexus, located on the submucosal wall,
and myenteric plexus, between the circular and longitudinal muscle layers of
duodenum, in three age groups.

The results of these studies suggest a marked decline of these areas, both submucosal
and myenteric, with increasing age in rats. These data, consistent with other studies
carried out by different authors, support the hypotesis that alterations in enteric nervous
system caused by aging may be responsible for the increased susceptibility to gut
motility disorders, such as constipation in old age.

Keywords: aging, free radicals, oxdative stress, enteric nervous system, myenteric
plexus, submucosal plexus.

3



Envejecimiento del sistema nervioso entérico duodenal
Laura Lépez Gémez

3. INTRODUCCION

3.1. ESTRUCTURA HISTOLOGICA FUNCIONAL DEL DUODENO

El intestino delgado es un érgano tubular de unos 3-4 metros de longitud que
conecta el estbmago con el intestino grueso. Es aqui donde se produce la parte
fundamental del proceso de absorcion de los principios inmediatos resultantes del
proceso de digestién realizado en estdmago. Esta funcion es asistida por las
secreciones del pancreas y del higado, que se encuentran conectados con el intestino
delgado a través de sistemas de conductos. El intestino delgado se divide a su vez, en
tres segmentos segun su estructura y funciones: el duodeno es la primera parte y la
mas corta, de unos 15 centimetros de longitud, separado del estémago por el piloro y
finaliza en el angulo duodenoyeyunal, el yeyuno supone 2/5 partes del intestino y se
convierte sin un limite definido en el tercer segmento, el ileon, que es la parte final y

acaba en la valvula ileocecal (Guyton, 2012).

A nivel histoldgico, la pared del intestino delgado esta formada por una serie de
capas bien definidas que desde la luz hacia afuera son: mucosa, submucosa, capa

muscular, interna y externa, y serosa (Figura 1).

_~Serosa
/ Musculo circular
e — Musculo
longitudinal
——————Submucosa
————— Plexo nervieso
de Meissner
Mucosa
Revestimiento
epitelial
Muscularis
mucosae

- @ Glandula mucosa

\ Plexo nervioso
mientérico

Glandula submucosa

Mesenterio

Figura 1. Corte transversal tipico del intestino (Guyton, 2012)

La mucosa del intestino delgado esta formada por un epitelio de revestimiento,
epitelio cilindrico simple, lamina propia subyacente al epitelio que es tejido conectivo
laxo y muscular de la mucosa formada por dos capas delgadas, una circular interna y

otra longitudinal externa de fibras musculares lisas. La mucosa intestinal presenta
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vellosidades que son evaginaciones que sobresalen en la luz intestinal y criptas de

Lieberkiihn que son invaginaciones tubulares que atraviesan toda la lamina propia
hasta la muscularis mucosae (Welsch, 2014).

La submucosa esta formada por tejido conjuntivo denso con fibras colagenas
que permiten el alargamiento y ampliacion del tubo intestinal. En ella, se encuentran
abundantes vasos sanguineos y linfaticos. La capa muscular externa se compone,
como regla general, de una capa interna de musculo circular y una capa externa de
musculo longitudinal. Por dltimo, la serosa de epitelio simple plano o cudbico
(mesotelio) que es primariamente de ubicacion intraperitoneal (Welsch, 2014; Ross,
2008).

Los tres segmentos de intestino delgado, tienen en comun que la superficie de
su mucosa estd muy ampliada por pliegues circulares, conocidos como valvulas de
Kerckring, que afectan a la mucosa y la submucosa y que se proyectan hacia la luz,
por vellosidades; pliegues mas pequefios que los circulares, que solo afectan a la
mucosa; y por microvellosidades, que se sitian en las superficies apicales de las
células cilindricas de absorcién y aumentan el area de superficie de absorcion de la

mucosa (Dongmei Cui, 2011).

Aunqgue las estructuras histolégicas de la pared del duodeno, yeyuno e ileon
son semejantes, hay algunas caracteristicas que permiten distinguirlos. En el primer
segmento del intestino delgado, el duodeno, la mucosa (Figura 2) tiene un aspecto
velloso caracteristico, con vellosidades cortas y anchas, y con criptas de Lieberkinh
gue se localizan entre las vellosidades y crecen hacia la muscular de la mucosa
(Dongmei Cui, 2011).
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' i\Vellosidades

W' Glandulas|de,

Lieberkihn

Figura 2. Mucosa, submucosa y capa muscular externa del duodeno. En la mucosa se
aprecian vellosidades y glandulas de Lieberkiihn y en la submucosa, las glandulas de Brunner.

Tincién hematoxilina-eosina x20 (Dongmei Cui, 2011).

La submucosa posee también una caracteristica Unica del duodeno, la
presencia de las glandulas de Brunner (Figura 3). Estas glandulas forman cumulos
pequefios sin conductos excretores tipicos y estan compuestas por tabulos enrollados
y ramificados, cuya pared esta formada por un epitelio simple cubico y producen
mucus e iones bicarbonato para proteger la pared del duodeno del jugo gastrico acido
procedente del estbmago. Se extienden hasta la flexura duodenoyeyunal y faltan en
yeyuno e ileon. Y la ultima diferencia, es la presencia de capa adventicia en lugar de

serosa (Young, 2014).

Figura 3. Glandulas de Brunner en la submucosa del duodeno. Tincién hematoxilina eosina
x40 (Dongmei Cui, 2011).
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3.2. SISTEMA NERVIOSO ENTERICO
3.2.1. Plexos nerviosos

El tubo digestivo tiene un sistema nervioso propio, llamado sistema nervioso
entérico (SNE), que se encuentra en la totalidad de su pared, desde el es6fago hasta
el ano. El tracto gastrointestinal esta inervado por neuronas intrinsecas del SNE y por
nervios extrinsecos parasimpaticos, simpaticos y sensoriales, los cuales tienen un
papel esencial en las funciones gastrointestinales. Las neuronas entéricas son las
encargadas del control neuronal de la funcién gastrointestinal, se localizan en
pequefios ganglios unidos por fibras nerviosas, formando una red, que discurre a lo
largo del tracto gastrointestinal. El sistema nervioso entérico se compone de un gran
namero de neuronas y células gliales agrupadas en ganglios, interconectados e
intercalados en la pared del intestino. Dichos ganglios entéricos se organizan en dos
plexos principales: 1) plexo submucoso o de Meissner, situado a nivel de la
submucosa y formado por fibras nerviosas amielinicas y células ganglionares, y su
principal funcién es la regulacion de secreciones gastrointestinales y el control de la
funcion celular epitelial y 2) plexo mientérico o de Auerbach, localizado entre las capas
musculares longitudinal y circular, el cual, contiene los somas de neuronas
parasimpaticas postganglionares y de neuronas del sistema nervioso entérico, y ejerce
un control fundamental sobre la motilidad del tracto digestivo (Welsch, 2014). Ambos
plexos pueden funcionar de manera independiente, pero el parasimpatico (fibras
estimuladoras preganglionares) y el simpatico (fibras inhibidoras postganglionares),

con regularidad, ejercen influencia sobre ellos (Guyton, 2012).

El plexo mientérico est4 formado en su mayor parte por cadenas lineales de
muchas neuronas interconectadas que se extienden a lo largo de todo el tubo
digestivo. Este plexo interviene sobre todo en el control de la actividad motora de todo
el tubo digestivo y contiene tanto neuronas excitadoras (colinérgicas) como inhibidoras
(peptidérgicas). Tanto unas neuronas como otras son estimuladas por el parasimpético
(en el caso del tubo digestivo, por el nervio vago). Al contrario que el plexo mientérico,
el plexo submucoso se ocupa, sobre todo, de regular la funcién glandular (Phillips and
Powley, 2007).
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3.2.2. Control nervioso de la funcion gastrointestinal

A nivel del intestino delgado, la motilidad es controlada por el sistema nervioso
autébnomo. El sistema nervioso auténomo intrinseco del intestino delgado, que
comprende los plexos de Meissner y Auerbach, se parece al gastrico. Las neuronas
del plexo reciben aferencias intrinsecas de la mucosa y la pared muscular del intestino
delgado, asi como aferencias extrinsecas del sistema nervioso central a través de los
troncos parasimpaticos y simpéticos (Guyton, 2012). La contraccion de la muscular se
coordina para conseguir dos objetivos: 1) mezclar y movilizar el contenido de un
segmento intestinal (movimiento de mezcla) y 2) propulsar el contenido intestinal
cuando se produce una contraccién proximal (oral) coordinada con una relajacion

distal (movimientos propulsivos: peristaltismo) (Kierszenbaum y cols, 2012).

Los movimientos de mezcla (segmentacion) se refieren a constricciones
musculares de la luz, que suceden de manera simultdnea en diferentes segmentos
intestinales para mezclar el quimo de la forma mas completa posible. El peristaltismo
es el movimiento basico propulsivo del tubo digestivo que permite el desplazamiento
del contenido intestinal, y para que se lleve a cabo, es necesario un plexo mientérico
activo. Alrededor del intestino, se crea un anillo de contraccion que se desplaza hacia
delante, de tal forma que cualquier material situado delante del anillo se desplazara
hacia adelante. En el intestino delgado, las ondas peristalticas empujan el quimo a lo
largo de todo el intestino delgado. Estas ondas se producen ante la presencia de
guimo en cualquier punto del intestino delgado y en condiciones normales son muy
débiles, por lo que el movimiento hacia delante del quimo es muy lento (se necesitan
de 3 a 5 horas para que llegue desde el piloro a la valvula ileocecal). Estas ondas
lentas son producidas por un tipo celular exclusivo, con frecuencia relacionado con
terminaciones nerviosas autbnomas. Estas células marcapaso que no son tipificadas
como neuronas, sino como unas células especializadas en la génesis de las ondas
peristalticas son células identificadas como células intersticiales de Cajal (ICCs). Estas
células constituyen alrededor de 5% de las células de la capa muscular y tienen largas
prolongaciones que unen a las diferentes ICCs entre siy a las células de musculo liso
por uniones comunicantes. Las uniones comunicantes permiten que la despolarizacion
se propague de una célula a la siguiente. Las contracciones de segmentacion del

intestino son una consecuencia de esto (Ira Fox, 2012).

El sistema nervioso entérico esta considerado como un sistema integrado comparable
al sistema nervioso central (SNC), capaz de mediar actividades reflejas

independientemente del SNC. Las células gliales entéricas representan el equivalente
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morfolégico y funcional de los astrocitos del SNC, con los que comparten funciones

como, por ejemplo, sostén estructural y metabdlico y proteccion de las neuronas

entéricas. Sin embargo, algunos estudios recientes indican que las células gliales

entéricas también participan en la neurotransmisién entérica junto con las ICCs y

contribuirian a coordinar las actividades de los sistemas nervioso e inmunitario
intestinales (Yan-Bo, 2014).

3.3. ENVEJECIMIENTO
3.3.1. Concepto

El envejecimiento es un proceso multifactorial que comienza al alcanzar la
edad adulta y que se caracteriza por la disminucion progresiva de la capacidad
funcional en todos los tejidos y 6rganos del cuerpo. Durante el envejecimiento se
producen una serie de cambios que afectan tanto al aspecto biolégico como al
psicolégico de la persona, hasta llegar a la detencion de nuestros sistemas
autorreguladores, llevando inevitablemente a la muerte (Bernis, 2004). EI
envejecimiento en si, no es una enfermedad, sino que es un proceso fisiolégico que
tiene lugar continua y progresivamente hasta la muerte de cada ser vivo. Las
enfermedades asociadas a la vejez no son parte del proceso de envejecimiento, sino
gue son consecuencia del mismo. Las personas de edad avanzada desarrollan ciertas
enfermedades, como cancer, demencias o problemas cardiovasculares, y se trata de
enfermedades asociadas al envejecimiento, ya que el proceso de deterioro de la
capacidad funcional deja al individuo expuesto a desarrollarlas (Salvador-Carulla,
2003).

3.3.2. Teorias del envejecimiento

Aunque no se conocen los mecanismos moleculares que condicionan el
fendmeno del envejecimiento, son numerosas las teorias formuladas que han surgido
a lo largo de los aflos para tratar de analizarlo. Estas teorias se han dividido en dos

tipos: teorias deterministas y teorias estocasticas.

En primer lugar, las teorias deterministas proponen que el envejecimiento es
algo predeterminado, algo “programado innatamente” dentro del genoma de cada
organismo y para estudiarlo no recurren a ningun calculo probabilistico. Dentro de
ellas, se encuentran teorias como la capacidad replicativa finita de las células (Hayflick

y Moorhead, 1961) donde se comprob6 que las células tenian un limite de replicacion
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y que a partir de ahi, su capacidad para replicarse empieza a descender. Otras teorias
deterministas son las tres teorias evolutivas. La primera de ellas postula que el
envejecimiento es una adaptacion necesaria y que sin ella la renovacion de las
poblaciones estaria perjudicada; la segunda propone que las mutaciones perjudiciales
son las responsables del envejecimiento; y la tercera sugiere que se trata de un
desajuste entre la supervivencia tardia y la fecundidad temprana (Kirkwood, 1991). Por
ultimo, otra teoria, la que realiza la hipétesis de los genes determinantes de la
longevidad (Cutler, 1975), propone que el envejecimiento no esta programado
genéticamente, sino que es el resultado de procesos biolégicos normales necesarios

para la vida.

En segundo lugar, las teorias estocasticas proponen que el envejecimiento es
producto del azar y que debe ser estudiado recurriendo a céalculos probabilisticos, o lo
gue es lo mismo, que el envejecimiento se produce como consecuencia de
alteraciones que ocurren de forma aleatoria. Dentro de éstas se estudian un conjunto
de teorias que por un lado consideran al genoma como la causa principal de
envejecimiento y por otro lado, al entorno celular como responsable del deterioro de la

homeostasis (Salvador-Carulla, 2003).

Dentro de este tipo de teorias algunas como las teorias genéticas (Slagboom, 1989),
gue dan al entorno celular el papel de ser el responsable de todos los dafios
provocados al azar en el ADN. La teoria de la mutacidbn somatica (Szilard, 1959),
considera que una acumulacién de mutaciones en el ADN nuclear de las células
soméaticas daria lugar a una disminucibn de las funciones celulares, y

consecuentemente a envejecer.

Otras teorias, como la teoria error-catastrofe (Orgel, 1963) y modificada por el mismo
autor en 1970, propone que los errores cometidos al azar en la sintesis de proteinas
llevan con el tiempo, a la alteracion del propio ADN y otras biomoléculas, causando la
produccion de “proteinas defectuosas”. Segun esta teoria, el envejecimiento estaria
demostrado por la existencia de estas proteinas, pero se ha demostrado que esto no

es asi, segun afirmé este autor.

Otras teorias como la de las uniones cruzadas de estructuras celulares (Brownlee,
1991), propone la formacion de enlaces moleculares entre proteinas o cadenas de
acidos nucleicos, que aumenta con la edad, o la teoria de la acumulacion de productos
de desecho (Sheldrake, 1974), que propone que el envejecimiento esta producido por

la acumulacién de productos citoplasméticos, algunos de ellos perjudiciales para la
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célula como es el caso de la lipofuscina. Dichos productos de desecho no pueden
destruirse, ni transportarse, lo cual hace que se acumulen dando lugar al

envejecimiento.

Y por ultimo, dentro de las teorias estocésticas, también se encuentra la teoria
de los radicales libres (Harman, 1956) que es probablemente la teoria mas aceptada.
Dicha teoria postula que el envejecimiento ocurre como consecuencia del camulo de
lesiones moleculares provocadas por reacciones de los radicales libres en las células
a lo largo de la vida. Los radicales libres son atomos o moléculas extremadamente
reactivas debido a que en el orbital mas externo de su estructura tienen uno o mas
electrones sin aparear. Las reacciones de los radicales libres contribuyen al desarrollo
de desérdenes estocasticos observados durante el envejecimiento (Balaban, 2005). El
dogma central de la teoria de los radicales libres sostiene que durante el metabolismo
aerobio se producen especies reactivas derivadas del oxigeno (ERO) que una vez
generadas, promueven reacciones que dafian las macromoléculas de la célula. Este
dafio irreversible se acumula con el tiempo, resultando en una pérdida de la capacidad
funcional de la célula. Las principales dianas atacadas por los radicales libres son las
membranas celulares a nivel de sus moléculas (proteinas, hidratos de carbono y
lipidos) y el genoma. La mitocondria es la principal fuente de radicales libres en el
organismo y el ADN-mitocondrial es especialmente sensible a la agresion oxidativa
porque carece de histonas. Por lo tanto, el genoma nuclear y el mitocondrial son
especialmente vulnerables frente al dafio producido por la acumulacion de radicales, y
el envejecimiento resulta, como ya se ha mencionado, por acumulacién de este dafio
no reparado. Una alteracion en la funcién mitocondrial conlleva a un exceso en la
formacion de especies reactivas de oxigeno que pueden causar alteraciones

estructurales y funcionales en todos los tipos de biomoléculas (Cadenas y cols, 2000).

El envejecimiento se ha asociado a un incremento en la concentracién de
radicales libres, posiblemente por la reduccién de la actividad antioxidante o el
incremento de factores prooxidantes, lo cual deriva en un descontrol en la produccion
y eliminacion de radicales que se refleja en la elevacion del dafio oxidativo celular y se
manifiesta en diversas afecciones gue tienen lugar durante la vejez. Si bien el proceso
de envejecimiento depende de varios factores, el estrés oxidativo es un aspecto crucial
en el desarrollo del mismo, ya que una vez iniciado el dafio por los radicales libres,
éste puede generar una reaccién en cadena que termina por inducir un dafio en esta
etapa vital. Las membranas celulares, formadas principalmente por una bicapa lipidica

con proteinas intercaladas, son muy sensibles al ataque de los radicales libres,
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pudiendo estos interactuar con los lipidos y proteinas de la membrana. Los lipidos, y

dentro de ellos los fosfolipidos, representan el grupo mas susceptible para sufrir

reacciones con los radicales libres, debido a la presencia de dobles enlaces en sus

acidos grasos, lo que se conoce con el nombre de “peroxidacion lipidica” (Balaban y
cols, 2005).

La peroxidacion lipidica comienza con la sustraccion de un atomo de hidrégeno del
resto acilo, seguida por la formacién de un conjugado dieno y posteriormente por la
combinacion con el oxigeno para formar un nuevo radical libre peroxilo que tiene
suficiente potencia como para atacar a un resto acilo de un fosfolipido vecino,
propagando asi la reaccion de la peroxidacion por toda la membrana. Debido a esto, la
peroxidacion lipidica es el mecanismo por el que las membranas celulares pierden su
fluidez y permeabilidad y también explica la oxidacién de lipoproteinas plasméticas
(LDL) que se convierten en sustancias muy aterogénicas. La ateroesclerosis en la
vejez y las consecuencias de esta alteracién sobre los vasos sanguineos esta mas
acentuada en situaciones de estrés oxidativo (Cadenas y cols, 2000). Por lo tanto, el
deterioro que sufren paulatinamente nuestras moléculas organicas y la pérdida de su
funcion bioldgica por el estrés oxidativo al que estan sometidos los seres aerébicos, es
suficiente para explicar el inicio y la progresién de distintos cuadros fisiopatologicos y
enfermedades degenerativas del propio proceso de envejecimiento (Balaban y cols,
2005).

3.3.3. Envejecimiento del tubo digestivo

Con el paso de los afios, en nuestro organismo se producen cambios
fisiologicos importantes que afectan a todos los 6Organos, sistemas y aparatos.
Comunmente, el tracto digestivo tiene una considerable capacidad de reserva y
mantiene una funcidn fisiolégica normal o casi normal, incluso al llegar a edades muy
avanzadas. Sin embargo, hay un aumento en la incidencia de los trastornos

gastrointestinales de la motilidad durante el proceso de envejecimiento.

En cuanto a la absorcién, tiene lugar una discreta disminucién de la capacidad
absortiva de los hidratos de carbono en personas de edad avanzada cuyas
consecuencias, son poco apreciables ya que esta disminucion es subclinica y no
produce malnutricion. Lo que si tiene importancia es la reduccién de la capacidad de
hidrolizar la lactosa a nivel del borde en cepillo de los enterocitos, responsable del
incremento de la prevalencia de la intolerancia a la lactosa en la poblacion anciana

(45-50%). En cuanto a las proteinas, su absorcion no parece afectarse. En cuanto a
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los lipidos, la absorcion de colesterol, trioleina y acido oleico se ve reducida a partir de

los 60-65 afios, lo cual tiene, en principio, escasa importancia clinica. La absorciéon de

acido folico y carotenos estd reducida en el anciano y puede obligar a la

suplementacion dietética. También hay cierta deficiencia en la absorcién de hierro por

numerosas causas, en primer lugar por dietas pobres en hierro y por otro lado, por la

hipoclorhidria géstrica existente, por lo que la conversion de hierro férrico a ferroso no
es del todo efectiva y se absorbe peor.

Con respecto a los cambios histologicos, las vellosidades intestinales se hacen
mas cortas y anchas, aumenta la proporcion de vellosidades en forma de hoja y la
relacion cripta vellosidad no es de 1:3, sino de 1:1,5. También se ha apreciado cierto
grado de atrofia glandular, aumento de fibrosis mucosa y disminucion de las placas de
Peyer del ileon, de los foliculos linfoides y de los linfocitos intestinales, afiadiendo a
todo esto una basofilia generalizada. No se han observado cambios en relacion a la
profundidad de las criptas, enterocitos, borde en cepillo y glandulas de Brunner
(Salvador-Carulla, 2003).

En lineas generales, las enfermedades mas frecuentes del tracto digestivo a
partir de los 50 afios son muy variadas, desde la hernia hiatal y la gastritis cronica
hasta la enfermedad diverticular y los tumores malignos digestivos. En el esoéfago, es
frecuente, la reduccién del peristaltismo, asi como de la presién del esfinter esofagico
inferior, aumentando la presencia de reflujo gastroesofagico en edades avanzadas. La
motilidad y vaciamiento gastricos, asi como la motilidad intestinal, son por lo general,
normales en los individuos sanos, aunque puede haber cierta tendencia a tener una
motilidad y vaciamiento gdstrico retardados (Salles, 2007). Ademds, en personas
mayores de 65 afios, se ha detectado una mayor incidencia de problemas funcionales

tales como estrefiimiento, sindrome de colon irritable o disfagia (Talley y cols, 1992).
3.3.4. Edad y sistema nervioso

El sistema nervioso es especialmente vulnerable al envejecimiento, hecho que
se puede comprobar en las personas de edad avanzada, donde se observa
alteraciones en las capacidades sensitivas, como problemas visuales y auditivos, en
las capacidades cognitivas, alteraciones de memoria, y las capacidades motoras,
como problemas en velocidad y coordinacién, con mas frecuencia que en edades
jovenes. Los cambios que afectan al sistema nervioso central durante el

envejecimiento, se dividen en tres niveles, nivel morfol6gico, neuronal y bioquimico.
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En cuanto a los cambios morfolégicos, en primer lugar se observan cambios
macroscopicos en el cerebro del anciano, que son descenso en el peso y volumen en
torno a un 10-15% en relacién a la cavidad craneana, lo que conlleva una importante
reduccion de la sustancia gris y la sustancia blanca. Ademas, en el anciano los surcos
interhemisféricos se encuentran agrandados y son mas profundos, y se producen
también modificaciones en los vasos sanguineos, donde tiene lugar un engrosamiento
de su pared, reduciendo la elasticidad y la luz del vaso. Por otro lado, los cambios
microscopicos observados son aumento de los depdsitos de granulos de lipofucsina,
producto intermediario de la autofagia, tanto en neuronas como en células gliales, y
otros cambios como apariciéon de ovillos neurofibrilares (conglomerado anormal de
proteinas), de placas neuriticas por depdésito de proteina beta-amieloide, atrofia y

muerte neuronal (Timiras, 2003).

A nivel neuronal, el envejecimiento afecta de manera diferente a las distintas areas del
sistema nervioso. En el sistema nervioso central no existe atrofia neuronal
generalizada, sino que ocurre en ciertas areas como la corteza cerebral y el cerebelo,
donde el numero de neuronas disminuye de forma moderada con la vejez, mientras
gue en otras como el locus coeruleus (neuronas catecolaminérgicas) o en la sustancia
negra (dopaminérgicas), la pérdida puede ser severa. Se ha demostrado que con el
envejecimiento se produce una proliferacion de astrocitos (gliosis reactiva) para paliar
los efectos de la reduccion de las neuronas que van degenerando a lo largo de la vida,
de tal forma que aunque el nimero de neuronas se reduce durante el ciclo vital, el
namero de células de glia se incrementa como efecto compensatorio (Li L y cols,
2008). También se ha detectado una disminucién en el nimero de dendritas, asi como

alteraciones en la funcién sinaptica y la transmisién nerviosa (Timiras, 2003).

Por dltimo, los cambios bioquimicos se producen a nivel de los neurotransmisores
presentes en el sistema nervioso central, los mas afectados son acetilcolina, dopamina
y noradrenalina, que disminuyen de una manera progresiva con el paso de los afios
(Timiras, 2003).

Dichos efectos observados en el sistema nervioso central, también se han
demostrado en el sistema nervioso entérico, confiriéndole a ambos caracteristicas
similares. Durante el envejecimiento, los cambios producidos en el sistema nervioso
entérico tienen lugar sobre todo, a nivel del plexo miénterico, plexo submucoso y
células de la glia. Uno de los primeros trabajos realizados para demostrar los posibles
cambios en las neuronas mientéricas en el envejecimiento lo llevaron a cabo Santer y

Baker (1988), quienes describieron una pérdida neuronal del plexo mientérico con la
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edad en ratas. También han sido estudiadas, aunque en menor medida, otras

especies, como cobaya (Gabella, 1989), raton (El-Shaly y cols, 1999) e incluso
humanos (De Souza y cols, 1993; Gomes y cols, 1997).

A nivel del plexo submucoso, los cambios han sido menos analizados en comparacion
con el plexo mientérico. Estos cambios se han estudiado en colon proximal y distal de
la rata (Phillips y cols, 2007) habiéndose encontrado una pérdida de neuronas del
plexo submucoso a partir de los 12 meses de edad. El-Salhy y cols (1999) describieron
también un descenso significativo de neuronas en plexo submucoso del antro,
duodeno y colon en ratones de edad avanzada. Respecto a las células de la glia en el
plexo mientérico, se han observado descensos significativos en duodeno, yeyuno,

ifleon y colon de ratas ancianas de 25 meses de edad (Phillips y Powley, 2007).
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4. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS DEL TRABAJO

A nivel de cortes histolégicos del duodeno de tres grupos de edad, de 3 meses (grupo
1), 12 meses (grupo 2), 24 meses (grupo 3), se realizan las siguientes mediciones:

1) Calculo de las areas de la pared de la tinica submucosa y de la muscular, a partir
de imégenes mosaico, previamente realizadas, que representan todo el corte
histolégico, en los 3 cortes, 1 por cada grupo de edad. Para ello, se establecen 3
areas: area 1, cuyo limite es el borde mas externo de la seccion transversal, que
corresponde a la muscular externa; area 2, justo por encima de la muscular interna, en
el borde mas proximo a la mucosa; y area 3, cuyo limite de referencia corresponde
justo por debajo de las criptas de Lieberkihn, a nivel infracriptal.

De esta forma, se calculara el espesor de la pared submucosa, que sera el valor
resultante de la diferencia entre el area 2 y area 3, y el espesor de la pared muscular,
la que se obtenga de la diferencia entre area 1y 2.

2) Calculo de las areas de los plexos submucoso y mientérico, sobre imagenes
mosaico realizadas previamente, y en relacién a los resultados obtenidos a nivel de las
areas de la pared de la tiinica submucosa y muscular respectivamente en los mismos
casos de estudio.

3) Representacion por imagen de los resultados obtenidos en cada grupo.

4) Planteamiento de un estudio posterior, ampliando el nUmero de casos por grupo
para posibilitar la comparacion entre ellos y realizar un estudio estadistico.

OBJETIVOS

Segun este planteamiento de trabajo se pretenden obtener los siguientes objetivos
concretos:

Primero: Estudiar los efectos del envejecimiento en el sistema nervioso entérico
duodenal.

Segundo: Analizar la influencia del envejecimiento a nivel de las areas de los plexos
submucoso y mientérico.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. INMUNOHISTOQUIMICA

5.1.1. Fundamento

La inmunohistoquimica es wuna técnica que permite detectar in situ
componentes celulares y extracelulares (antigeno) por medio de anticuerpos
especificos, empleando para ello, sistemas de deteccion enzimaticos. Se trata de una
técnica que ha revolucionado la investigacion y el diagnéstico morfofuncional. La
inmunohistoquimica tiene su antecedente en 1941, Coons y cols fueron los pioneros
empleando un anticuerpo marcado con isocianato de fluoresceina para detectar
bacterias, dando origen a los métodos de inmunofluorescencia. Sin embargo, estos
métodos presentaban varios inconvenientes, entre ellos, la necesidad de utilizar tejido
fresco, asi como requerir de objetivos especiales para microscopio de fluorescencia,
gue son mas costosos y de cuyas imagenes se obtiene una menor resoluciéon para
describir morfologia que con el microscopio Gptico convencional. Por el contrario, las
secciones de tejido en las que se utiliza un enzima como trazador unido a un
anticuerpo pueden tratarse mediante el procesado habitual y conservarse para su
observacién permanentemente. Estos hechos han limitado la utilizacion de la

inmunofluorescencia, y sentaron las bases de la inmunohistoquimica.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas empleados en inmunohistoquimica son
generalmente de clase IgG, producidos por los linfocitos B en cantidades importantes,
al inyectarle a un animal una molécula que reconoce como extrafia. Estos anticuerpos
estdn presentes en el suero del animal inmunizado, se extraen y purifican. Cada
determinante antigénico activara un clon o grupo de linfocitos B, que produciran
anticuerpos contra él. Las moléculas complejas, como las proteinas, tienen en su
estructura varios determinantes antigénicos capaces de desencadenar una respuesta
inmune. Los anticuerpos utilizados pueden ser de dos tipos, policlonales y
monoclonales. Los primeros estan sintetizados por diferentes clones de linfocitos B v,
en consecuencia, son inmunoguimicamente distintos, por lo que reaccionan con varios
epitopos de un antigeno contra el que han sido producidos. Por el contrario, los
anticuerpos monoclonales estan producidos por un solo clon de células plasmaticas,
son inmunoquimicamente idénticos y reaccionan con un epitopo especifico que es el
antigeno contra el que han sido preparados. El éxito actual de la inmunohistoquimica
reside, en buena medida, en la gran oferta comercial de anticuerpos, su alta

especificidad y afinidad para reconocer y unirse a moléculas y también en la
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estandarizacion de su protocolo. Todo ello, ha determinado que la inmunohistoquimica

se haya convertido en el método de eleccion para detectar la presencia de moléculas

en los tejidos, incluso aunque éstas se encuentren en cantidades infimas (Kumar y
Rudbeck, 2009).

La localizacién del complejo antigeno-anticuerpo a nivel tisular exige la unién
de los anticuerpos a marcadores que permitan su deteccion. Estos marcadores
pueden ser fluorescentes (los que anteriormente se utilizaban en inmunofluorescencia)
0 enziméaticos (los utilizados en inmunohistoquimica). Hay dos métodos de deteccion,
directos e indirectos, método de deteccién directo se denomina a la conjugacion
directa de un enzima trazador con una inmunoglobulina, y método de deteccion
indirecto, que actualmente suele emplearse con mas frecuencia, consiste en situar una
serie de intermediarios entre la inmunoglobulina y la molécula marcadora. De esta
forma, permite una mayor versatilidad de la técnica e intensidad de sefial frente a la

misma concentracion de antigeno.

Entre los métodos indirectos, destacan los que utilizan un sistema de
peroxidasa-antiperoxidasa y los del complejo avidina-biotina-peroxidasa. La primera
técnica de la inmunoperoxidasa fue descrita por Nakene y Pierce (1967). Desde
entonces, se han producido muchos avances que han aumentado la sensibilidad con
respecto a las primeras técnicas. Un desarrollo reciente ha sido el uso del marcador
polimérico. Esta tecnologia se ha aplicado tanto a los anticuerpos primarios como a los
sistemas de deteccion. Se trata de conjugados poliméricos de uniéon con peroxidasa,
en los que no presentan el problema de la tincidn inespecifica producido con los
sistemas de deteccion de estreptovidina y biotina, debido a la biotina enddgena. En
este estudio, se ha utilizado la deteccidn indirecta mediante esta Gltima metodologia
mas beneficiosa. Siempre que se realice una inmunotincion, en el mismo portaobjetos
debe ponerse un control de tejido positivo para el marcaje que se quiere realizar, a fin

de atestiguar que la técnica se ha realizado correctamente.

5.1.2. Técnicainmunohistoquimica

El proceso de la técnica inmunohistoguimica se desarroll6 en varias etapas: 1)
Desenmascaramiento antigénico; 2) inhibicién de la actividad enzimética enddgena; 3)
exposicién a anticuerpos primarios; 4) exposicion a anticuerpos secundarios; 5)

revelado y contratincion.
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5.1.2.1 Desenmascaramiento antigénico

Esta etapa se realiz6 de forma previa a la exposicion con los anticuerpos, con
objeto de lograr la mejor capacidad de reaccién antigeno-anticuerpo posible. Para ello,
existen diversos métodos, tales como el tratamiento con saponinas, detergentes,
enzimas proteoliticos, o el calor. En este trabajo, se utiliz6 la exposicion a calor
mediante olla a presion, en la cual se alcanzaron temperaturas superiores a la
ebullicién (130 °C).

En una olla a presion de 5,5 L, se vertieron 2 L de tampon de citrato s6dico
10mM y se colocaron, en un cestillo metalico, los portaobjetos silanizados con las
muestras incluidas. Cuando se alcanzé la presion maxima en la olla, ésta se mantuvo
durante 2 minutos en ebullicion. Después, los portas se sumergieron en un tampon
fosfato salino (PBS) (Kumar y Rudbeck, 2009).

5.1.2.2. Inhibicién de la actividad enziméatica endégena

Aunque pueden emplearse varias enzimas como elementos trazadores, la méas
utilizada es la peroxidasa, seguida de la fosfatasa alcalina y la glucosa oxidasa. Estas
enzimas estan presentes en el tejido que se va a examinar, por lo que su actividad
enddgena debe inhibirse antes de la inmunotincién, ya que, de no bloguearse ésta, su
actividad enddgena reaccionaria con el sustrato empleado para localizar la enzima
marcadora, originando falsos positivos (Kumar y Rudbeck, 2009). En este trabajo, se

utilizé la incubacion con H,0..

5.1.2.3. Exposicién a los anticuerpos primarios

Con la antigenicidad del tejido ya desenmascarada, y de forma previa a la
exposicion de las muestras al anticuerpo primario, éstas se trataron con caseina al
0,4% en una solucién de PBS cuya finalidad fue reducir la unién inespecifica de los
anticuerpos primarios y del polimero. Tras dos lavados con PBS, posteriormente los
tejidos se incubaron con el anticuerpo primario en una camara humeda. Se utilizé un
anticuerpo primario frente a la proteina S-100. Esta se expresa en las células neurales
y gliales, células de Schwann del nervio periférico, tejido adiposo y cartilaginoso,
células de Langerhans, mioepiteliales, melanocitos, asi como en los tumores que

deriven de estas células y presenta un patrdn de tincion citoplasmatica y nuclear.
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5.1.2.4. Exposicién a los anticuerpos secundarios

Tras la incubacion con el anticuerpo primario, las secciones de tejido se
trataron durante 30 minutos con suero animal en una solucion de PBS. El anticuerpo
secundario y la enzima trazadora, se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Esto consistié en un conjugado polimérico de IgG con la enzima peroxidasa
de rabano picante polimérica, ademés de suero animal al 10% en PBS. Este complejo
es capaz de reconocer todos los anticuerpos primarios ligados al tejido.

5.1.2.5. Revelado vy contratinciéon

Para que se pueda visualizar la region tisular donde ha tenido lugar la unién
antigeno-anticuerpo primario y secundario, se requiere la adicion del substrato del
enzima y un cromoégeno. De esa forma, aparecera un precipitado insoluble vy
coloreado. En nuestro caso, el substrato fue el H,O, y el cromégeno, el 3,3-tetracloruro
de diaminobencidina (DAB). La contratinciéon de los cortes tratados se realizé con
hematoxilina de Harris, tras los cuales éstos se aclararon en agua (Kumar y Rudbeck,
2009).

5.2. ESTUDIO MORFOMETRICO

5.2.1. Protocolo del estudio morfométrico. Variables

Una de las limitaciones mas importantes de los estudios morfolégicos es que, a
menudo, se llegan a conclusiones a partir de la simple observacién con el microscopio,
sin la realizacion de un riguroso estudio estadistico de contraste de hip6tesis. Cuando
lo que pretendemos es comparar grupos de estudio de diferentes edades, el sesgo
gue puede cometerse en la apreciacion de un fendmeno morfolégico se agrava
todavia mas. Con objeto de validar las observaciones realizadas con el microscopio
Optico, se decidi6 realizar un estudio morfométrico que, mediante una potente
aplicacion informatica de tratamiento de imagenes, permitiera la cuantificacion de los
fendmenos observados, a los que posteriormente se les aplicé un andlisis estadistico.

En el estudio S-100, se analizé un corte por grupo de edad.

Antes de la realizacién del estudio morfométrico, fue necesario construir una imagen
en mosaico formada por la integracion de 10 a 30 imagenes aisladas capturadas a 200
aumentos, que compondrian el corte del tejido a analizar. Los datos registrados en el
estudio morfométrico de cada corte transversal de duodeno fueron de dos tipos: en

primer lugar, los correspondientes a las areas de los plexos submucoso y mientérico
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con marcaje inmunohistoquimico positivo frente a la proteina S-100, lo que indicaria la
superficie ocupada por los plexos nerviosos. Este procedimiento posibilitd que el valor
absoluto, obtenido para cada corte, de la regiébn con marcaje positivo frente a S-100,
pudiera ser corregido por la superficie total de las capas submucosa y muscular,
donde se localizaron dichos marcajes positivos inmunohistoquimicos. Esta correcciéon
permitié la comparacién entre individuos y entre grupos, sin cometer los sesgos que se
hubieran derivado del mero contaje absoluto de los marcajes, ya que, légicamente,
aquellos cortes con mayor superficie hubieran conllevado una mayor cantidad de tejido

marcado positivamente.

Por ello, las variables obtenidas fueron las siguientes: area marcada anti S-100 del
plexo submucoso, area total capa submucosa; y area positiva a S-100 del plexo

mientérico, area total capa muscular.
5.2.2. Elaboracién de las imagenes mosaico

El objetivo de construir mosaicos ha sido representar la totalidad de un corte
transversal del duodeno, como paso previo necesario para calcular las areas de las
paredes submucosa y muscular, y las areas de los plexos nerviosos y cuantificar. Para
este propdsito, se realiz6 una fotocomposicion que resultdé de la union de varias
imagenes, generalmente de 20 a 30, capturadas con el microscopio las cuales debian
guedar adyacentes. Este objetivo se logré tomando como referencia estructuras
concretas, como células de morfologia peculiar, forma concreta de vellosidades o
incluso pequefas estructuras puntuales, especialmente cuando la imagen tenia como

fondo Unicamente el color blanco.
5.2.3. Estudio de las areas de las tunicas submucosa y muscular

Este calculo se realiz6é en el mosaico sobre el cual se delimitaron tres areas (figura
4): area 1, comprende toda la circunferencia del corte a estudio, es la de mayor
tamafo y tiene como limite el borde mas externo de la seccion transversal, que
corresponde a la muscular externa; area 2, se delimitd justo por encima de la muscular
interna, en el borde mas préximo a la mucosa, y es la segunda en superficie; y area 3,
cuyo limite de referencia corresponde justo por debajo de las criptas de Lieberkiihn
(por debajo de la muscularis mucosae) cuando estaba presente, ya que debido a su
pequefio tamafio en la rata, a veces, no se visualizaba, y entonces fue el nivel

infracriptal el que marcaba este limite.
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Figura 4. A: Calculo de las areas de la pared submucosa y muscular. B: Ampliacion de la
imagen anterior. El trazado rojo externo permite calcular el area de secciéon duodenal. El
trazado rojo interno representa toda el area menos la capa muscular. De su diferencia se
obtiene el &rea de la capa muscular. El trazado amarillo delimita la submucosa. La diferencia
del area calculada, entre los limites del trazado rojo interno y el amarillo corresponde al area
submucosa. La imagen corresponde a la rata del grupo 1 de 3 meses de edad. Tincion
inmunohistoquimica anti S-100 con contratincion de hematoxilina. Aumento: A x20 B x40.
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En la figura 4, se observa que el area de la capa muscular corresponde a la diferencia
entre las areas 1 y 2, conteniendo el plexo mientérico de Auerbach entre ambas;
mientras que de la diferencia entre la 2 y 3, se obtiene el area de la capa submucosa,
en cuyo espesor se halla el plexo submucoso de Meissner. Los datos obtenidos a
partir de este andlisis son importantes, dado que el estudio posterior, consistente en
calcular las areas que el plexo muscular y submucoso ocupan en cada corte, se

hallara en relacién al area de las paredes muscular y submucosa en cada caso.

5.2.4. Calculo de las areas de los plexos submucoso y mientérico.

Las areas de los plexos submucoso y mientérico se calcularon a partir de la
fotocomposicion en mosaico construida para la tincion frente a S-100. Para ello, la
aplicacion informatica Cell D ® dispuso de un recurso que permitio seleccionar los
limites de una region de la imagen, correspondiente a un ganglio del plexo nervioso,
con igual tipo y densidad de color. En esta tincién fue marrén oscuro, ya que la DAB

formé precipitados insolubles de dicha coloracion.

Delimitados estos bordes la aplicacion calcul6 el area de dicha seleccion. La figura 5
ejemplifica el proceso del célculo del area del plexo submucoso en el animal del grupo
de tres meses. El calculo de las areas del plexo submucoso se hizo con el mosaico
completo desplazandonos por la pantalla del ordenador en todo el plano de la
fotocomposicién. La figura 5B muestra 4 regiones del plexo submucoso de 180,81
um2, 105,08 um2, 233,14 ym2 y 146,78 ymz2. El sumatorio de todas las regiones del
plexo submucoso fue de 12497,32 um2. Como en cada corte la superficie de la
submucosa, en la que se sitda el plexo submucoso podia variar de forma considerable,
el area total calculada para el plexo submucoso se corrigié por la superficie de la

submucosa de cada corte.

El resultado final se expresdé como un valor porcentual del area ocupada por el plexo
submucoso en la submucosa. De idéntica manera, puede calcularse el area del plexo

mientérico, en relacién a la capa muscular.
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Figura 5. A: Calculo del area del plexo submucoso en la rata de grupo 1 de 3 meses de edad.
B: Ampliacién de la imagen anterior. Cuatro areas del plexo submucoso medidas en ym2 en la
rata del grupo 1 de 3 meses de edad. Tincion inmunohistoquimica anti S-100 con contratincion
de hematoxilina. Aumento: A x20 B x40.



Envejecimiento del sistema nervioso entérico duodenal
Laura Lépez Gémez

6. RESULTADOS

6.1. GRUPO 1, RATAS DE 3 MESES DE EDAD

En cuanto al célculo de las areas de la pared de la tinica submucosa y muscular, a
partir de la imagen mosaico del grupo 1, se establecen las tres areas, area 1 de
6168899,27 um?, area 2 de 5608742,79 um? y area 3 de 5212979,28 um?®.

De esta forma, se calculara el espesor de la pared submucosa, que sera el valor
resultante de la diferencia entre el rea 2 y el area 3, y cuyo valor es 395763,51 um?>.

De igual modo, se calcula el espesor de la pared muscular de la diferencia entre el
area 1y 2, dando un valor de 560156,48 pum?.

Con respecto al calculo de las areas de los plexos submucoso y mientérico, sobre
imagenes mosaico se han delimitado las areas de los plexos en ambas capas. El
sumatorio de todos estos valores, nos dara el valor total del plexo submucoso, a nivel
de la pared submucosa y del plexo mientérico, situado entre las capas musculares
circular y longitudinal del duodenao.

En primer lugar, el plexo submucoso presenta las siguientes areas: 538,61 pm?
228,04 pm?, 191,02 um?, 136,99 um?, 62,11 pm?, 104, 66 pm?, 56,16 pm?, 458,20 um?,
102,96 um?, 49,35 um?, 670, 92 um?, 66,79 um?, 75,73 um?, 215, 27 pm?, 126,36 pm?,
388,85 um?, 140,40 pm?, 189, 32 um?, 159,11 pm?, 416, 93 pm?, 513, 51 um?, 293, 55
pum?, 341,20 pm?, 343,33 pm?, 742,82 um? 240,37 pum? 142,10 pym? 101,25 um?
154,44 um?, 94,02 pm?, 146,78 pm?, 233,14 um?, 105,08 pm?, 180,81 um?, 56,16 um?,
55,31 pm?, 64,67 pm? 48,50 pm?, 33,61 um? 17,02 um? 34,04 pm? 123,80 um?
62,11 um?, 52,75 pm?, 60,41 pm?, 32,78 pm?, 86,36 um?, 73,18 um?, 44,25 um?, 43,39
um?, 84,24 pm?, 31,91 um?, 57,43 um?, 50,63 um?, 58,29 um?, 19,14 um?, 142,10 um?,
44,67 pm?, 46,37 pm?, 201,66 um?, 36,16 um?, 271,86 um?, 275,39 um?, 174,86 pm?,
38,72 um?, 63,39 um?, 53,18 pm?, 48,07 pm?, 39,14 pm?, 76,38 um?, 51,48 um?, 25,53
um?, 93,17 pum?, 44,67 um?, 109,34 pm?, 402,47 pm?, 70,20 um?, 37,01 pm?, 50,20
pum?, 83,39 pm?, 69,35 um?, 25,95 pm?y 41,69 pm?.

El sumatorio de todos estos plexos da un valor total de 12497,32 um?. Para calcular el
porcentaje que ocupa el plexo submucoso con respecto a la tlinica submucosa, se
divide el valor del sumatorio de todas las &reas de los plexos (12497,32 pm?) entre el
espesor de la tinica submucosa (395763,51 pm?) y se multiplica por 100 para obtener
el resultado en tanto por ciento, dando como resultado 3,15 %. Es decir, el plexo
submucoso ocupa un 3,15 % de toda la tinica submucosa.
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Se realiza lo mismo con el plexo mientérico, que presenta los siguientes valores para
los plexos: 79,98 um?, 112,74 um?, 101,25 um?, 88,49 um?, 170,60 um? 76,58 um?,
124,23 pm?, 83,81 um?, 1495 pm?, 43,39 pm? 56,16 pm? 85,51 pm? 123,38 pum?
365,88 pm?, 156,14 pm?, 134,01 um? 117 pum? 2188,47 pm? 235,69 pm?, 2296,53
pum?, 112,32 pm?, 20,85 pm?, 122,53 pm?, 77 pm?, 160,82 pm?, 55,31 pm?, 98,28 um?,
1771,54 pm?, 104,23 pm?, 266,75 pm?, 123,38 um?, 210,59 pm?, 242,93 um?, 2169,75
pum?, 541,59 um?, 294,83 um?, 253,14 pm?, 382,47 pm?, 1053,82 um? 1064,45 um?,
317,80 pm?, 67,22 um?, 75,73 pm?, 95,72 pm?, 112,32 pm?, 53,61 pm?, 243,78 um?,
140,82 pm?, 110,19 pm?, 67,22 pm?, 134,86 pm?, 143,37 um? 123,38 um? 120,40
pum?, 127,63 um?, 75,73 um?, 122,10 um?, 97,85 um?, 138,69 pm?, 285,05 pm?, 69,77
pum?, 259,52 pm? 317,80 pm? y 61,26 um?®. El sumatorio de todas las areas da un
resultado de 20623,74 um?® Se calcula el porcentaje al igual que para el plexo
submucoso, pero en este caso para saber el valor del porcentaje del plexo mientérico
(20623,74 pm?) con respecto a la tGnica muscular (560156,48 pm?), dando como
resultado 3,68 %.

6.2. GRUPO 2, RATAS DE 12 MESES DE EDAD

Se realiza lo mismo para el corte histol6gico del grupo 2 en ratas de 12 meses de
edad. En primer lugar, se calculan las areas de la pared de la tunica submucosa y de
la tanica muscular, a partir de los valores obtenidos de las tres areas, area 1 de
5196668,29 um?, area 2 de 4126071,10 um?, y area 3 de 3646260,44 um?>.

A partir de estos valores se calcula, primero, el rea de la tinica submucosa, que sera
la diferencia entre el &rea 2 y &rea 3, cuyo resultado es 479810,66 pm?.

El a&rea de la tinica muscular, se obtiene se la diferencia entre area 1 y area 2, dando
un valor de 1070597,19 pm?.

Para realizar el calculo de las areas de los plexos submucoso y mientérico, se han
delimitado las areas de los plexos en ambas capas.

El plexo submucoso presenta las siguientes areas: 499,89 umz, 278,24 umz, 72,75
pum?, 49,35 pm?, 178,69 pum? 153,58 um? 190,60 pm? 144,22 pm? 270,58 pum?
369,28 pm?, 103,81 um? 50,63 um?, 28,08 um?, 42,54 pm?, 42,12 pm?, 354,39 pm?,
156,14 um?, 124,65 pm?, 416,08 pm?, 261,65 pm?, 105,93 um? 286,32 pum?, 225,48
um?, 171,45 pm?, 45,52 um?, 136,99 um? 269,30 pm? 1337,16 um?® 241,23 pum?
615,61 pm?, 42,54 pm?, 67,22 um?, 283,77 um?, 372,26 um?, 38,72 pm?, 72,75 pm?,
102,96 pm?, 230,16 pm?, 111,89 um?, 186,34 pm?, 145,93 pm?, 39,14 pm?, 66,79 um?,
50,63 pm?, 64,67 um?, 71,47 pum?, 322,48 pm?, 62,97 um?, 100,40 pm?, 177,41 pm?
108,49 pm?, 51,90 pm?, 171,03 pm?, 423,31 pm?, 58,71 pm?, 249,31 pm?, 55,73 um?,
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42,12 pm?, 212,72 pm?, 145,93 pm?, 170,18 pm?, 30,21 um?, 100,83 pm?, 913,85 pum?,
112,32 pm?, 107,64 pm?, 389,70 um?y 366,73 pm-.

El sumatorio de todas estas areas da como resultado pm?. Se divide el sumatorio de
todas las areas del plexo (13548,47 um? entre el valor de la tanica submucosa
(479810,66 um?) para saber el porcentaje del plexo submucoso con respecto a la
tinica submucosa, dando como resultado 2,82 %.

Se realiza lo mismo con el plexo mientérico, cuyas areas son: 122,10 pm?, 1132,52
pum?, 140,82 pm?, 100,40 um?, 153,58 pm?, 51,48 pm?, 93,17 um?, 48,50 pm?, 133,59
pum?, 78,71 pm?, 104,23 um?, 52,33 um?, 667,94 um?, 116,57 pm?, 259,94 pm?, 63,82
pum?, 1789,83 um?, 329,72 pm?, 72,75 pm?, 174,01 pm? 25,53 um? 1195,06 um?
1044,88 um?, 365,45 pm?, 36,16 pm?, 181,66 pm?, 141,67 um? 399,06 pm?, 237,82
pum?, 1190,81 pm?, 582 pm? 98,70 pm? 1007,44 pm? 2637,73 um? 105,93 um?
207,62 pm?, 151,46 um?, 167,20 pym? 256,97 pum? 312,27 pm?, 161,67 pm?, 39,57
pum?, 28,93 pm?, 195,28 um?, 129,76 um?, 715,59 um?, 18,72 pm?, 50,20 um?, 100,83
pum?, 239,10 pm?, 160,39 pm? 1021,06 pm? 81,68 pum? 795,15 um? 341,20 um?
121,68 pm?, 66,79 pm?, 56m16 pm? 70,20 pm?, 263,35 um? 1656,67 pm? 131,04
um?, 48,07 um?y 121,25 pm?. El sumatorio de todas las areas da un valor de 22645,77
pum?. Para conocer el porcentaje de plexo mientérico que hay con respecto a la tinica
muscular, se realiza la division del sumatorio de todas las areas (22645,77 pm?) entre
la medida de la tanica muscular (1070597,19 pm?) y se multiplica por 100, dando un
valor de 2,11%.

6.3. GRUPO 3, RATAS DE 24 MESES DE EDAD

Para terminar, se realiza lo mismo que anteriormente, pero con el corte histolégico de
la rata de 24 meses de edad. Primero, se calculan las areas de la pared de la tinica
submucosa y muscular, a partir de los valores de las tres areas que delimitan las
paredes. El area 1 tiene un valor de 3279547,31 umz, el area 2 un valor de
2595257,78 um?, y el area 3 un valor de 2168097,14 um?>.

Se calcula el area de la pared de la tinica submucosa, haciendo la diferencia entre el
area 2 y el area 3, dando un valor de 427160,64 pmZ. Y el area de la pared de la tinica
muscular, con la diferencia entre el area 1y el area 2, y sera 684289,53 umz.

Para realizar el calculo de las areas de los plexos submucoso y mientérico, se han
delimitado las areas de los plexos en ambas capas.

Las &reas del plexo submucoso son: 110,61 pm?, 57,01 pm?, 118,27 um?, 29,78 um?,
86,36 um?, 257,82 um?, 221,23 um?, 128,48 um?, 73,18 pm?, 68,92 um?, 121,25 um?,
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180,81 pm?, 117 pm? 625,82 um? 180,81 um? 75,73 um? 38,72 um?, 72,32 um?,
49,35 um?, 282,92 pum?, 68,50 um?, 103,81 um?, 128,48 um?, 86,36 um?, 84,24 um?,
533,93 pm?, 45,10 um?, 89,34 pm?, 19,57 pum?, 133,59 um? 17,44 pm? 76,58 um?,
100,40 um?, 176,98 pm?, 125,51 um?, 54,88 um?, 27,23 pm?, 178,69 pm?, 260,37 um?,
251,01 pm?, 169,75 um?, 85,94 um?, 115,29 um?, 93,60 um?, 90,19 um?, 434,38 um?,
246,33 pm?, 66,79 um?, 418,21 um?, 710,49 pm?, 45,10 pm?, 57,86 pm?, 89,77 um?,
220,80 pm?, 125,08 um? 165,50 um? 29,78 um? 147,20 pm?, 149,76 pm?, 165,50
um?, 47,22 pm?, 66,79 um?, 148,48 um?42,54 um?, 135,71 um? 36,59 pm?, 20 um?,
19,14 pm?, 103,81 um? 99,13 pm?, 54,03 um® y 77 um?. El sumatorio de todas las
areas, da un valor de 9936,13 um?. Se divide este valor (9936,13 pm?) entre el area de
la pared de la tlinica submucosa (427160,64 pm?), se multiplica por 100 y nos da el
porcentaje, con un valor de 2,32%.

Las areas del plexo mientérico (figura 7) son: 134,86 pm? 97,43 um? 242,08 pm?
476,92 um?, 82,96 um? 140,82 pm? 128,91 pm? 97,85 pm?, 1403,10 pm? 230,10
pum?, 70,62 pm?, 72,75 um?, 18,29 um?, 60,84 um?, 75,73 um?, 176,56 um?, 99,98 um?,
786,21 pm?, 90,62 pm?, 106,79 um?, 65,52 um?, 22,12 pm?, 170,60 um?, 150,61 um?,
105,93 pm?, 30,63 pm?, 87,22 pum? 76,15 um? 77 pum? 195,28 pm? 362,48 pum?
798,55 pm?, 83,39 pm?, 47,22 pm?, 111,04 um?, 21,27 pm?, 202,94 um?, 120,83 um?,
107,21 pm?, 351,41 pm?, 180,81 pm?, 28,93 pm?, 25,95 pm?, 76,58 pm?, 262,92 um?,
294,83 pm?, 100,83 pm?, 366,73 pm?, 43,39 pm?, 106,36 pm?, 379,92 pm?, 66,37 pm?,
165,07 um?, 19,14 pm?, 145,26 pm?, 85,09 pm?, 121,25 pm?, 126,36 pm?, 76,15 um?,
737,71 pm?, 255,69 pm?, 96,15 um?, 114,44 pm?, 43,82 pm?, 109,76 um?, 119,12 pm?,
259,94 pm?, 194,43 pm?y 1544,78 um?. El sumatorio de todas las &reas da 13928,52
um?. Se divide este valor (13928,52 pm?) entre el area de la pared de la tunica
muscular (684289,53 um?), se multiplica por 100 y da un porcentaje de plexo
mientérico con respecto a la tanica muscular de 2,03%.
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En la siguiente tabla, se muestra un resumen de los porcentajes del plexo submucoso
con respecto a la pared de la tinica submucosa, y del plexo mientérico con respecto a
la pared de la tinica muscular, donde sugiere que existe una disminucion de este
porcentaje conforme aumenta la edad de la rata.

Tabla 1. Porcentajes del plexo submucoso, con respecto a la pared de la tlnica submucosa, y
del plexo mientérico, con respecto a la pared de la tinica muscular, en el grupo 1 (3 meses de
edad), grupo 2 (12 meses de edad) y grupo 3 (24 meses de edad).

Plexo submucoso Plexo mientérico
(%) (%)

GRUPO 1 3,15 3,68

GRUPO 2 2,82 2,11
GRUPO 3 2,32 2,03

En el figura 6, se muestra también el porcentaje de ambos plexos, submucoso y

mientérico, donde se observa que a medida que la edad de las ratas es mayor, el
porcentaje tanto del plexo submucoso como del plexo mientérico desciende.

4 3,68

% PLEXO

3 12 24

EDAD (meses)

Figura 6. Porcentaje del plexo submucoso (en azul) con respecto a la pared submucosa, y del
plexo mientérico (en rojo) en relacion a la pared mientérica, en los tres grupos de edad. Se

observa el marcado descenso en la relacién con el incremento de la edad de los animales.
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En la figura 7 se ilustra el plexo mientérico en los tres grupos de edad. Se observa que
en el primer grupo (figura 7A), el area del plexo es mayor que en el grupo 2 (figura 7B),
y a su vez ésta mayor que en el grupo 3 (figura 7C), donde se muestra la tendencia

hacia el descenso del plexo mientérico con la edad.

Figura 7. Areas del plexo mientérico en los 3 grupos de edad. A: grupo 1, 3 meses de edad, B:
grupo 2, 12 meses de edad, C: grupo 3, 24 meses de edad. Tincion inmunohistoquimica anti S-

100 con contratincién de hematoxilina x40.
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7. DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo, ha sido estudiar la existencia de cambios en el
sistema nervioso entérico durante el proceso de envejecimiento. Se realizd en ratas,
debido a que su tracto gastrointestinal comparte muchas caracteristicas con otros
mamiferos, lo cual, podria facilitar la extrapolacién de los resultados encontrados a
otras especies. El estudio de las posibles alteraciones neuronales que tienen lugar en
el plexo miénterico y submucoso con la edad, se llevd a cabo mediante marcaje
inmunohistoquimico con proteina S-100 y posteriormente estudio morfométrico de las
areas de las tlnicas submucosa y muscular, y areas de los plexos submucoso y

muscular.

En relacién a las alteraciones neuronales que se producen con la edad en el tracto
gastrointestinal, los resultados obtenidos en nuestro trabajo sugieren que a lo largo de
la edad se produce una pérdida neuronal significativa, demostrandose diferencias en
las imagenes estudiadas de ratas de tres grupos con edades diferentes, de 3, 12 y 24
meses de edad, respectivamente. Estos resultados obtenidos estan de acuerdo con
los datos previos de la literatura. Esta pérdida neuronal del plexo miénterico del tracto
gastrointestinal con la edad, se ha observado en variedad de especies, incluyendo
humanos (Gomes y cols, 1997), ratas (Santer y Baker, 1988; Phillips y Powley, 2001),
cobayas (Gabella, 1989) y ratones (El Salhy y cols, 1999).

En relacién al plexo mientérico, Santer y Baker (1988) realizaron uno de los primeros
trabajos para demostrar esta pérdida neuronal, observando que en el intestino delgado
de ratas, se producia una pérdida cercana al 40% y en colon la pérdida fue superior al
60%, comparando animales de 6 y 24 meses de edad. Gabella (1989) observé una
reduccion del 40-60% de neuronas mientéricas en intestino delgado de cobayas de 30
meses, con respecto a cobayas jévenes de 6 meses de edad. Phillips and Powley
(2001) realizaron un experimento con ratas Fischer 344 de 3 meses de edad y ratas de
hasta 21 meses de edad, donde la pérdida neuronal fue significativa a partir de los 12
meses en estdbmago, duodeno y colon, siguiendo un patrén lineal a lo largo de la vida
de los roedores. Gomes y cols (1997), en su estudio realizado en humanos
comprobaron una reduccién en torno al 37% del nimero de neuronas mientéricas en
colon, comparando entre dos grupos de 20-35 afios y 65 afios de edad,
respectivamente. En el plexo submucoso también se encuentra pérdida neuronal con
la edad en colon proximal y distal de la rata de 6, 12, 18, 24 y 27 meses (Phillips y

cols, 2007). El-Salhy y cols (1999) detectaron un descenso de la densidad neuronal
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del plexo submucoso en un 30-60% en estdbmago, duodeno y colon en ratones de 3
meses de edad comparados con ratones de 12 meses de edad. Con respecto a las
células gliales algunos de los estudios realizados (Phillips y cols, 2004) indican una
pérdida significativa del nimero de éstas en diferentes regiones de intestino delgado y
grueso, de ratas de 5-6 meses y ratas de 25 meses de edad. Esta pérdida de las
células gliales se ha hallado en todas las areas del intestino, expecto en el recto,
donde la pérdida no ha sido significativa. En todos estos trabajos se han empleado
especies animales diferentes, distintas técnicas y distintas regiones del tracto
gastrointestinal, pero en todas ellas se ha llegado a la misma conclusion: con la edad

se produce una pérdida significativa de neuronas en el tracto gastrointestinal.

Una vez observado que con la edad se producen alteraciones estructurales y
neuronales en el tubo digestivo, segun la teoria de los radicales libres (Harman D,
1956), estos cambios, asi como las enfermedades asociadas a ellos, podrian ser
consecuencia del dafio causado por los radicales libres que se generan durante el
metabolismo normal de las células. Esto se debe a que durante la respiracion
mitocondrial normal, el oxigeno ocasiona moléculas altamente reactivas e inestables
llamadas especies reactivas del oxigeno (ERO) (Balaban y cols, 2005). Estas
especies, promueven reacciones que dafian las macromoléculas de las células,
lipidos, proteinas e hidratos de carbono, y provocan un dafio irreversible que se
acumula con el tiempo (Cadenas E y cols, 2000). Las neuronas, son muy vulnerables
al dafio que producen los radicales libres, debido a su alto nivel de actividad
metabdlica y a la poca defensa antioxidante que presentan (Sohal, Weindruch, 1996).
Por esto, y por lo observado en algunos estudios (Thradivoulou y cols, 2006) el
incremento de radicales libres con la edad estaria relacionado con alteraciones a nivel

tanto del sistema nervioso central como del sistema nervioso entérico.

Todos estos cambios en el sistema nervioso entérico estarian relacionados con las
principales alteraciones funcionales que afectan al tracto gastrointestinal en las
personas ancianas, ya que aungue la funcién se mantiene en el envejecimiento, su
efectividad puede estar comprometida por pérdida neuronal (Salles N, 2007). Esto
podria contribuir al desarrollo de problemas funcionales comunes en la vejez como el
estrefiimiento, la disfagia o el sindrome de colon irritable (Abalo y cols, 2007; Talley y
cols, 1992).
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8. CONCLUSIONES

Primera: El estudio de los efectos del envejecimiento en el sistema nervioso entérico,

proporciona una informacion relevante acerca de los fenbmenos que lo
pueden originar, y permite equiparar éstos a los que tienen lugar a nivel del
sistema nervioso central.

Segunda: El analisis de las tinicas muscular y submucosa facilita el calculo, en un

corte histologico mediante morfometria, de forma precisa el area de los
plexos submucoso y mientérico.

Tercera: En este trabajo, se ha demostrado, a través del estudio morfométrico

Cuarta:

aplicado a la histologia, una afectacion de ambos plexos por el
envejecimiento en cuanto al descenso de sus &reas tanto a nivel submucoso
como mientérico.

Estos cambios estructurales y neuronales que se producen con el
envejecimiento, podrian ser consecuencia del estrés oxidativo al que estan
sometidas las células, produciendo un desequilibrio en el control de la
motilidad gastrointestinal y contribuyendo a los problemas gastrointestinales
de mayor incidencia en la vejez.
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