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1. Resumen  

El envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la edad presentan mecanismos 

comunes, entre los que se destaca la inflamación. Diferentes trastornos gastrointestinales 

(GI) crónicos son frecuente entre la población adulta mayor, como ocurre con la Enfermedad 

Inflamatoria Intestinal que presenta una alta prevalencia en individuos ancianos. Diversas 

evidencias apuntan a la existencia de una estrecha relación entre la inflamación y el 

envejecimiento, siendo la primera clave en el declive fisiológico asociado al avance de la 

edad. Asimismo, durante el envejecimiento ocurre un desbalance de la respuesta inmunitaria, 

desencadenando un estado pro-inflamatorio crónico de baja intensidad. Los estímulos que 

conducen a este estado pro-inflamatorio crónico pueden originarse en diferentes órganos y 

tejidos, entre los que destaca el intestino. Este órgano es un sitio de alta exposición a agentes 

externos y la microbiota intestinal sufre cambios durante el envejecimiento, lo cual induce la 

activación crónica de las células de la inmunidad innata produciendo una inflamación 

primariamente local y posteriormente sistémica. Hasta la fecha, se cuenta con pocos estudios 

que aborden el efecto del envejecimiento sobre la inflamación crónica intestinal. Dado a la 

relevancia de la interrelación del envejecimiento/inflamación, en el presente trabajo queremos 

evaluar esta asociación en un modelo emergente de envejecimiento, el pez teleósteo 

Nothobranchius furzeri. Este modelo presenta una vida media extremadamente corta entre 

los vertebrados y en forma interesante experimentan un envejecimiento acelerado altamente 

conservado a nivel molecular, celular, tisular y sistémico comparado con los mamíferos. 

Además, su sistema digestivo presenta una organización y tipos celulares semejantes a los 

mamíferos. Estas características permiten abordar estudios longitudinales con mayor 

facilidad y trazabilidad con respecto a otros organismos tradicionalmente utilizados como los 

ratones y el pez cebra, por lo que los peces Nothobranchius furzeri podrían constituir un 

modelo vertebrado único para estudiar trastornos GI crónicos asociados al envejecimiento. 
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En este trabajo se analizó si durante el envejecimiento fisiológico de estos peces ocurren, de 

forma espontánea, cambios intestinales asociados a estados pro-inflamatorios. Para ello se 

evaluaron diferentes criterios histológicos en individuos jóvenes (6 semanas) y viejos (16 

semanas) a nivel intestinal por medio de tinción de Hematoxilina y Eosina, y técnicas de 

tinción histoquímica para la caracterización de mucinas. Los criterios histológicos analizados 

fueron: grosor de la pared intestinal, ancho de lámina propia en vellosidades, infiltración de 

linfocitos intraepiteliales y número de células caliciformes, obteniendo resultados que 

permitirían asociar estos cambios con un patrón inflamatorio crónico leve. Esta evaluación 

preliminar constituye la base para estudios posteriores en los cuales se adicionarán 

marcadores moleculares para una descripción más certera del estatus inflamatorio intestinal.  

 
 

2. Palabras claves 

Envejecimiento, inflamación intestinal, Nothobranchius furzeri 

3. Introducción 

El envejecimiento es uno de los fenómenos biológicos más intrincados y complejos y 

representa el principal factor de riesgo para todas las enfermedades relacionadas con la 

edad, como infecciones, cáncer, trastornos autoinmunes, enfermedades inflamatorias 

crónicas y neurodegenerativas. La gerociencia propone que el envejecimiento y las 

enfermedades relacionadas con la edad presentan mecanismos comunes, los cuales 

involucran alteraciones metabólicas, pérdida de la proteostasis, agotamiento de las células 

madre, alteraciones epigenéticas, disminución de la capacidad regenerativa, inestabilidad 

genómica e inflamación (1). Llamativamente la inflamación parece tener un rol clave, ya que 

la alteración de cada uno de estos mecanismos converge en inflamación, la cual a su vez 

afecta a los otros pilares (1). Asimismo, durante el envejecimiento se desarrolla un estado 

inflamatorio crónico de baja intensidad, llamado inmunosenescencia que contribuye a la 

patogénesis de las enfermedades asociadas con la edad.  En este contexto, varios estudios 
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sugieren que el nivel de inflamación (asociado con la edad biológica más que con la edad 

cronológica) representa un factor crítico en la variabilidad interindividual de los ancianos y en 

la predisposición al desarrollo de enfermedades relacionadas con la edad (2).  

Entre los desencadenantes más comunes de la inflamación asociada al envejecimiento 

incluyen infecciones víricas y bacterianas persistentes, acumulación de debris celulares, 

proteínas mal plegadas y proteínas oxidadas entre otros factores. La inmunosenescencia 

involucra la mayoría de las células y órganos del cuerpo, en donde cada tejido y ecosistema 

contribuye en forma diferencial en el comienzo y progresión de este estado fisiológico. En 

este contexto, el intestino conjuntamente con la microbiota intestinal, son partícipes 

importantes en el establecimiento de la inmunonesenescencia. Durante el envejecimiento se 

produce un remodelamiento de la microbiota comensal lo cual se asocia a un estado pro-

inflamatorio crónico inicialmente local con efectos sistémicos posteriores. Asimismo, el 

envejecimiento aumenta significativamente la vulnerabilidad a los trastornos 

gastrointestinales (GI), con aproximadamente el 40% de los pacientes geriátricos que 

informan al menos una queja GI durante el examen físico de rutina (3).  

Diferentes estados inflamatorios intestinales crónicos, como la Enfermedad Inflamatoria 

Intestinal (EII), se caracterizan por una respuesta inmune sostenida en el tiempo. Estas 

enfermedades presentan un componente asociado a la edad, siendo frecuente entre la 

población mayor de 60 años y mostrando una incidencia mayor entre la población anciana (4, 

5). Los dos tipos más comunes de EII son la colitis ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn 

(EC). En la EC, la inflamación afecta a todo el tubo digestivo, mientras que en la CU sólo 

afecta al colon. Ambas enfermedades se caracterizan por una respuesta anormal del sistema 

inmunitario, produciendo diarrea o urgencia rectal, sangrado, dolor abdominal, estreñimiento 

y pérdida de apetito (6). Se cree que la EII es causada por una respuesta inmunitaria 

patológica continua a la alteración de microbios comensales y productos microbianos 

(disbiosis) (4, 5). La evidencia acumulada indica que las interacciones complejas de los 
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siguientes eventos están involucradas en la patogenia de la EII: 1) alteración y/o disbiosis de 

la microbiota comensal, con una proporción reducida de especies bacterianas comensales 

protectoras frente a agresivas o alteración funcional de las bacterias comensales; 2) 

destrucción y procesamiento bacteriano defectuoso por parte de las células de la mucosa 

intestinal debido a un defecto genético; 3) defectos en la función de barrera mucosa resultante 

de la síntesis y/o procesamiento anormales de mucinas y TFF3; y 4) alteración en la respuesta 

inmunitaria del huésped, ya sea de inmunidad innata y/o adaptativa. Las alteraciones de la 

producción de mucina y la glicosilación ocurren en la EII, pero se desconoce si contribuyen 

al inicio de la inflamación o son el resultado de la inflamación (7).  

A pesar de la necesidad de comprender mejor los factores asociados con la edad que 

aumentan la susceptibilidad a la disfunción GI, hay una escasez de estudios que investiguen 

los factores claves del envejecimiento que afectan el tracto GI. La mayor parte de los análisis 

se realizan en animales jóvenes, dejando de lado a este factor de riesgo, lo cual puede 

conducir a una interpretación inexacta o errónea de los resultados. Hasta la fecha, se cuenta 

con pocos estudios que aborden el efecto del envejecimiento sobre la fisiología del sistema 

GI y en este sentido ha demostrado en roedores una alteración dependiente de la edad en la 

contractilidad del músculo liso intestinal (8), así como la inervación neural de la musculatura 

del tracto gastrointestinal (9).   

En lo que respecta a los modelos pre-clínicos de la EII, generalmente son modelos agudos o 

subcrónicos que se realizan en animales jóvenes. Se han establecido varios modelos murinos 

para estudiar la EII basados en modificaciones genéticas (IL-10, IL-2, TLR5, ratones 

deficientes en T-bet) o por medio de la inducción de colitis con agentes químicos como 

dextran sodium sulfate (DSS), 2, 4, 6 trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS) y oxazolona (10). 

Esto ha permitido avanzar en la comprensión de la EII, en términos de aspectos que incluyen 

el rol de la microbiota intestinal, inmunorreacción, infección y herencia. Más recientemente, 
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se ha empezado a utilizar a pez cebra (Danio rerio) para comprender la patogenia de la 

enfermedad inflamatoria intestinal utilizando los mismos agentes enterocolíticos que se 

evalúan en los roedores. En estos estudios se pudo observar que a pesar de la distancia 

filogenética de los peces con los mamíferos, se alcanzaban respuestas similares, con los 

mismos patrones histológicos y moleculares a los observados en los modelos murinos. Los 

peces expuestos a enterocolíticos presentan un aumento de la expresión de citoquinas pro-

inflamatorias, alteraciones de la arquitectura de las vellosidades, cambios en el número de 

las células caliciformes e infiltraciones de células inflamatorias (11–15). 

La evidencia, por lo tanto, respalda la existencia y viabilidad de modelos animales de 

experimentación para enfermedades intestinales inflamatorias, los cuales replican una 

inflamación local crónica fidedigna a niveles histológicos. Sin embargo, surge la necesidad 

de contar con un modelo que permita replicar enfermedades intestinales inflamatorias en 

condiciones fisiológicas de envejecimiento. En este contexto, el pez teleósteo Nothobranchius 

furzeri (killifish turquesa) es un candidato atractivo para realizar este tipo de estudios. Este 

pez registra una vida media excepcionalmente corta para un vertebrado, viviendo sólo 4 

meses en condiciones de laboratorio (16). De este modo, N. furzeri se incorporó 

recientemente al grupo de modelos de envejecimiento bien establecidos que incluyen 

levaduras, Caenorhabditis elegans y Drosophila (16). Los killifish turquesa presentan un 

proceso de envejecimiento acelerado y altamente conservado a nivel molecular, celular, 

tisular y sistémico con el de los mamíferos. Estas características permiten abordar estudios 

longitudinales con mayor facilidad con respecto a otros organismos vertebrados como pez 

cebra y ratones, reduciendo tiempos y costos. Asimismo, presenta una serie de ventajas con 

respecto a los invertebrados de vida corta como C. elegans y Drosophila melanogaster, ya 

que poseen una organización anatómica y fisiología más cercana a los mamíferos.  
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Recientemente, en un estudio realizado en el Laboratorio de Estudio Ontogénicos de la 

Facultad de Medicina (LEO-lab), se demostró que el sistema GI de los killifish turquesa 

presentan muchas características similares al de otros vertebrados. La arquitectura de los 

tejidos es conservada, mostrando una mucosa plegada formando vellosidades que se apoya 

sobre una muscular externa, seguida de una serosa. El epitelio intestinal presenta diferentes 

tipos celulares semejantes a los observados en los mamíferos como son los enterocitos, 

células caliciformes, células enteroendocrinas y además linfocitos intraepiteliales. Entre las 

capas musculares circular y longitudinal, es posible distinguir un plexo mientérico que posee 

neuronas que expresan serotonina (5-HT), sustancia P y tirosina hidroxilasa (TH). Dado a 

estas características, los peces Nothobranchius furzeri podrían constituir un modelo 

vertebrado adecuado para estudiar los trastornos GI crónicos asociados al envejecimiento. 

Por ello, en el presente trabajo se propuso analizar si, durante el envejecimiento fisiológico 

de estos peces, ocurren de forma espontánea cambios intestinales asociados a un estado 

pro-inflamatorio. Para ello, se evaluaron diferentes criterios histológicos en individuos jóvenes 

(6 semanas) y viejos (16 semanas) a nivel intestinal por medio de tinción de Hematoxilina y 

Eosina, y técnicas de tinción histoquímica para caracterización de mucinas presentes a lo 

largo del tracto digestivo. Los criterios histológicos analizados fueron: grosor de la pared 

intestinal (serosa, muscular y lámina propia), ancho de lámina propia en vellosidades, 

infiltración de linfocitos intraepiteliales y número de células caliciformes.  

4. Hipótesis 

Durante el envejecimiento fisiológico de los peces Nothobranchius furzeri se producen 

cambios citoarquitectónicos en la pared intestinal compatibles con un estado inflamatorio 

crónico.  

5. Objetivo general 

Evaluar cambios inflamatorios a nivel histológico en el intestino de los peces Nothobranchius 

furzeri en condiciones de envejecimiento fisiológico. 
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6. Objetivos específicos 

6.1 Objetivo específico 1: Evaluar alteraciones en la arquitectura tisular intestinal 

asociadas a un estado inflamatorio crónico. 

6.2 Objetivo específico 2: Analizar cambios celulares asociados a un estado 

inflamatorio crónico. 

7. Materiales y métodos 

7.1 Mantenimiento de peces 

Se utilizaron peces Nothobranchius furzeri de 6 y 16 semanas de edad pertenecientes a la 

cepa GRZ (Gona Re Zhou), escogiendo 3 individuos por condición etaria. Los animales fueron 

mantenidos en el bioterio de peces del Laboratorio de Estudios Ontogénicos (LEO), de la 

Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Las condiciones ambientales fueron las 

siguientes: régimen de ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h, temperatura de 28°C, sistemas 

recirculantes, conductividad del agua de 400–500 µS y el pH entre 7 y 7,5. Los procedimientos 

animales fueron previamente aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina 

de la Universidad de Chile (número de certificado Cicua: 20385-Med-Uch). 

7.2 Procesamiento de muestras 

Los peces fueron sacrificados con una solución al 0,1% de etilo 3-aminobenzoato metano 

sulfonato (MS-222; Sigma, St. Louis,MO, Estados Unidos; A-5040). Los intestinos fueron 

removidos, seccionados en 3 zonas (intestino anterior, medio y posterior) identificadas según 

hitos anatómicos (curvaturas del tracto digestivo, colédoco y esfínteres) y fijados por 

inmersión en solución fijadora de Bouin toda la noche a 4°C. Los 3 segmentos de intestino 

fueron orientados transversalmente en bloques de agarosa de bajo punto de fusión al 1%, 

preparada al momento de usar, en moldes de vinilo para especímenes (Tissue-Tek Cryomold, 
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Sakura 4566). Posteriormente, los bloques fueron enfriados durante 20 minutos y recortados 

al tamaño de los moldes de acero inoxidable. Estos bloques fueron lavados con etanol 80º a 

4ºC durante toda la noche y deshidratados en una batería ascendentes de etanoles (80°, 95°, 

95°, 100°, 100°, 100°), aclarados en 3 baños de Histoclear e incluídos en 3 baños de parafina 

histológica (Histosec pastillas MERCK, 1.11609) a 60°C. Finalmente, los bloques de agarosa 

se orientaron para la inclusión final en bloque de parafina procurando mantener la orientación 

de los segmentos de manera transversal, mediante la utilización de casettes histológicos y 

moldes de acero inoxidable. 

7.3 Obtención de cortes 

Se obtuvieron cortes seriados de 4 µm de grosor con micrótomo rotatorio tipo Minot (Leitz), 

los cuales fueron estirados en baños termorregulados con agua destilada a 40°C y adheridos 

a portaobjetos silanizados. Una vez adheridos, los cortes fueron secados a 70°C y 

almacenados a 4°C hasta su uso. 

7.4 Técnicas histoquímicas 

Los cortes adheridos a portaobjetos fueron desparafinados en 3 baños consecutivos de 

histoclear, rehidratados en batería descendente de etanoles (70°, 95°, 95°, 100°, 100°, 100°) 

y finalmente en agua destilada. Se realizó tinción de rutina con Hematoxilina (Sigma-Aldrich 

1092491000) y Eosina (Sigma-Aldrich1.15935.0025) para la visualización general de la 

morfología de la pared intestinal. La identificación y caracterización de mucinas se realizó por 

medio de reacción de ácido peryódico-Schiff (PAS) (Protocolo de Mc. Manus, 1946, 1948) y 

por el método de alcian blue pH 2,5 (AB) (Protocolo de S. Spicer, 1964). Los cortes teñidos 

fueron deshidratados en batería ascendente de etanoles (80º, 95º, 95º, 100º, 100º, 100º), 

aclarados en dos baños consecutivos de Histoclear (National diagnostics) para finalmente ser 

montados con cubreobjetos y 2 gotas de medio de montaje (Entellán, MERCK, 

1.07961.0100). 
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7.5 Análisis y procesamiento de imágenes 

Los cortes teñidos fueron observados en Tissue Scanner o microscopio de luz convencional. 

Se utilizaron 3 animales por condición y se analizaron aproximadamente 10 secciones de 

cada región intestinal (anterior, media y posterior). Se tomaron fotos utilizando microscopio 

de luz convencional de campo claro con aumento 40x (Nikon eclipse 80i) y cámara (Nikon 

digital sight DS-Fi1) con el software NIS-Elements (Nikon). Se examinaron cuatro parámetros 

diferentes: grosor de la pared intestinal (serosa, muscular y lámina propia), ancho de lámina 

propia en vellosidades, infiltración de linfocitos intraepiteliales y número de células 

caliciformes. Las imágenes fueron analizadas con el software ImageJ (NIH, Bethesda, 

MARYLAND). 

7.6 Análisis y procesamiento de datos 

Se utilizó un n=3 de animales por grupo. Las cuantificaciones se realizaron en 10 secciones 

escogidas al azar para cada una de las regiones intestinales analizadas (IA, IM1, IM2, IM3, 

IP). Las mediciones se realizaron con el software ImageJ 1.53t utilizando los complementos 

“Analizar partículas” y “Rectas”, previa calibración de la escala, para contar el número de 

células positivas para las tinciones específicas y el ancho de la lámina propia y pared 

intestinal, respectivamente. Los test estadísticos se realizaron con el software GraphPad 

Prism v 5.03 y los datos fueron analizados por ANOVA de una sola vía seguido del test de 

comparación múltiple Tukey. Los gráficos representan las medias de los datos y el error 

estándar (*: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001). 
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8. Resultados obtenidos 

8.1 Organización anatómica e histológica del intestino de los peces Nothobranchius 

furzeri 

En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio (Borgonovo et al., 2023, paper en 

revisión), encontramos que el tracto digestivo de Nothobranchius furzeri consta de una boca, 

faringe, esófago, intestino y ano. Al igual que los otros integrantes de la familia de los 

Cyprinodontiformes, los killifish turquesa carecen de estómago y el esófago se continúa 

directamente hacia el intestino. El intestino se puede dividir en tres secciones diferentes 

siguiendo hitos anatómicos (Figura 1). El intestino anterior (IA) corresponde a la región 

comprendida entre el esófago y la zona de inserción del conducto biliar, el intestino medio 

(IM) abarca al siguiente segmento hasta el comienzo del recto (intestino posterior, IP), el cual 

se puede evidenciar por un abrupto ensanchamiento del calibre del tubo intestinal y un cambio 

en la coloración (pigmentación rojiza). Por razones prácticas el IM fue divido en tres secciones 

de similar tamaño para poder analizar toda la longitud de este segmento (porción más extensa 

del intestino). 
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Figura 1. Dibujo esquemático del intestino de Nothobranchius furzeri indicando los tres 

segmentos intestinales: intestino anterior (IA), intestino medio (IM) e intestino posterior (IP). 

Por medio de tinciones de hematoxilina/eosina pudimos observar que el intestino de 

Nothobranchius furzeri estaba organizado en capas concéntricas similares a las presentes en 

el intestino de los mamíferos. Sin embargo, los killifish turquesa al igual que otros teleósteos, 

carecían de una capa de músculo liso comparable a la muscularis mucosa. Así, solo fue 

posible distinguir tres capas: mucosa, muscularis externa y serosa (Figura 2). Esta 

arquitectura básica fue la misma en todos los segmentos del intestino analizados. La mucosa 

constaba de un epitelio cilíndrico simple sostenido por la lámina propia. El epitelio carecía de 

criptas y la lámina propia era una fina capa formada por tejido conectivo laxo vascularizado 

sin presencia de glándulas. La mucosa de los segmentos intestinales anterior, medio y 

posterior formaba pliegues de longitud variable, asemejando las vellosidades de los 

vertebrados superiores. La muscularis externa estaba compuesta por dos capas de músculo 

liso; las células de la capa interna tenían una orientación circular mientras que las de la capa 

externa era longitudinal (Figura 2). 
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Figura. 2 Características histológicas del intestino adulto de Nothobranchius furzeri. Tinción 

de hematoxilina/eosina en cortes transversales del intestino anterior (a, a´), medio (b, b´) y 

posterior (c, c´). Los paneles a'-c' corresponden a ampliaciones de las regiones rectangulares 

representadas en a-c. Los tres segmentos contienen tres capas de tejido: mucosa (M), 

muscularis externa (ME) y serosa (S). Las células caliciformes (cc) se intercalan entre los 

enterocitos (e). Los enterocitos del intestino posterior mostraron vacuolas supranucleares. 

Abreviaturas: C, capa de músculo liso circular; li, linfocito intraepitelial; L, capa de músculo 

liso longitudinal; LP, lámina propia; ev, enterocito vacuolado. Barras de escala: a-c=250 μm; 

a’-c’= 100 μm. 
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8.2 Análisis de marcadores histológicos de inflamación durante el envejecimiento 

fisiológico 

Para evaluar si el envejecimiento fisiológico de los peces se asocia a un estado inflamatorio 

intestinal crónico, se evaluaron marcadores histológicos habitualmente utilizados en peces y 

otros modelos vertebrados (11–13,15,17). Entre los parámetros analizados se incluyeron 

alteraciones en la arquitectura intestinal (grosor de la pared intestinal y de la lámina propia, y 

la arquitectura de las vellosidades) y cambios en el número de células (células productoras 

de mucus y linfocitos intraepiteliales). 

8.2.1 Evaluación de alteraciones en la arquitectura tisular intestinal, asociadas a un 
estado inflamatorio crónico durante el envejecimiento de Nothobranchius furzeri 

8.2.1.1 Medición del grosor de pared intestinal y de la lámina propia 

Las mediciones del grosor de la pared intestinal y de la lámina propia se realizaron en cortes 

histológicos teñidos con hematoxilina/eosina, según lo indicado en la Figura 3. La medición 

del grosor de pared intestinal reveló un aumento significativo en el intestino posterior en 

individuos de 16 semanas en comparación con individuos de 6 semanas (Figura 4a). Aun 

cuando se observó una tendencia al aumento del grosor de la pared intestinal en las porciones 

de intestino medio 2 y 3, las diferencias no fueron estadísticamente significativas (Figura 4a). 

Por otra parte, el grosor de lámina propia no presentó cambios significativos entre los grupos 

analizados. A pesar de ello, se puede evidenciar una tendencia de aumento del grosor de la 

lámina propia en la región anterior y medias (1-3) en los animales viejos (Figura 4b). 
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Figura 3. Imagen representativa de un corte transversal teñido con hematoxilina/eosina de 

intestino medio 1 de Nothobranchius furzeri de 6 semanas de edad, en donde se ejemplifica 

las regiones analizadas para realizar las mediciones del ancho de la pared intestinal (a) y el 

grosor de la lámina propia (b). Barra de escala: 50 µm. 
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Figura 4. Medición del grosor de la pared intestinal y la lámina propia en Nothobranchius 

furzeri. (a) Se puede observar un aumento significativo del ancho de la pared intestinal en el 
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segmento posterior en individuos de 16 semanas de edad en comparación a individuos de 6 

semanas. (b) No se observan cambios significativos en el grosor de la lámina propia. ANOVA 

de una vía seguido de la prueba de comparación múltiple de Tukey (*: p < 0,05). 

8.2.1.2 Observación de la arquitectura de las vellosidades 

Las vellosidades de la mucosa intestinal de los Nothobranchius furzeri presentan alta 

variabilidad en su longitud dificultando el análisis de cambios en el tamaño durante el 

envejecimiento. Por ello, decidimos excluir este criterio en nuestro análisis. Por otro lado, no 

observamos alteraciones en la arquitectura de las vellosidades como erosiones o 

ulceraciones en los animales de mayor edad. 

8.2.2 Análisis de cambios celulares asociados a un estado intestinal inflamatorio 
crónico 

8.2.2.1 Análisis de las células caliciformes 

Para el análisis de las células caliciformes se realizaron las tinciones de alcian blue (AB) y la 

reacción ácido peryódico de Schiff (PAS). La tinción AB a pH 2,5 permite demostrar de manera 

selectiva la presencia de mucinas ácidas de tipo sulfatadas y carboxiladas. La coloración 

celeste intensa demuestra la presencia de mucinas ácidas teñidas selectivamente. Por otra 

parte, la reacción de PAS es comúnmente utilizada para demostración de glucógeno, mucinas 

neutras, esfingomielina, coloide tiroideo, entre otros. El ácido peryódico utilizado en el 

protocolo oxida a los grupos 1,2 glicoles presentes en los tejidos para formar aldehídos, luego 

estos aldehídos reaccionan con el reactivo de Schiff para formar un compuesto de color 

rosado turquesa. Por medio de estas marcaciones, pudimos identificar y discriminar entre 

células caliciformes productoras de mucinas ácidas y neutras (Figura 5). Adicionalmente en 

cortes teñidos con reacción PAS se logró identificar la membrana basal de las vellosidades 

que conforman el epitelio de revestimiento de la mucosa. 
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Figura 5. Foto representativa de las células caliciformes del intestino de Nothobranchius 

furzeri. Secciones transversales del intestino medio 1 teñidos con alcian blue (AB) y con la 

reacción de ácido peryódico de Schiff (PAS). Barra de escala: 100 µm. 

El conteo de células caliciformes evidenció cambios en el número de células caliciformes 

productoras de mucinas ácidas (AB) asociados a la edad. En las secciones anterior y media 

se observó una disminución significativa de estas células en los animales de 16 semanas con 

respecto a los de 6 semanas (Figura 5a). Por otro lado, las células caliciformes productoras 

de mucinas neutras disminuyeron en los animales viejos solo en IA (Figura 5b). 
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Figura 6. Cambios relacionados con la edad en el número de células caliciformes en 

Nothobranchius furzeri. (a) El número de células caliciformes AB positivas disminuyó en 

animales viejos (16 semanas) en comparación con animales jóvenes (6 semanas) en las 

secciones anterior y media del intestino. (b) Las células PAS positivas solo disminuyeron en 

la sección anterior de los animales viejos. ANOVA de una vía seguido de la prueba de 

comparación múltiple de Tukey (*: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001). Tamaño del campo: 

0,312x 0,234 mm. 

8.2.2.2 Conteo del número de linfocitos intraepiteliales 

Para la identificación de los linfocitos intraepiteliales se utilizó la tinción de 

hematoxilina/eosina. Esta tinción de rutina ofrece detalles citoplasmáticos y nucleares 

necesarios para realizar análisis histológicos de las muestras. Por medio de esta se pueden 

evaluar diferentes parámetros histológicos, desde arquitectura hasta detalles cromatínicos. 

Los linfocitos intraepiteliales se pueden identificar por su núcleo picnótico (cromatina 

condensada) y notorio halo citoplasmático (Figura 7). El análisis cuantitativo del número de 

linfocitos intraepiteliales no arrojó diferencias significativas entre los animales jóvenes y viejos 

en las regiones intestinales analizadas (Nothobranchius furzeri de 6 y 16 semanas) (Figura 

8). 
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Figura 7. Tinción de hematoxilina/eosina en corte transversal de intestino medio de 

Nothobranchius furzeri de 6 semanas, 40x. Se observan vellosidades con arquitectura 

conservada, se identifica epitelio de revestimiento cilíndrico simple compuesto por células de 

núcleos ovales y basales, con cromatina laxa y citoplasma eosinófilo correspondientes a 

enterocitos (cabeza de flecha). Adicionalmente se observan células de citoplasma vacuolado 

u ópticamente vacío correspondientes a células caliciformes distribuidas a lo largo del espesor 

epitelial (asterisco). Se identifica la presencia de células con núcleos redondeados con 
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cromatina condensada y rodeados de halo citoplasmático de coloración difusa, 

correspondientes a linfocitos intraepiteliales (flechas). Escala: 20 µm. 

Figura 8. Cuantificación de linfocitos intra-epiteliales por vellosidad en Nothobranchius furzeri. 

No se registraron diferencias significativas en el número de linfocitos intraepiteliales entre 

ambos grupos etarios analizados. ANOVA de una vía seguido de la prueba de comparación 

múltiple de Tukey. 

9. Discusión 

La inflamación es una respuesta de los tejidos vascularizados a las infecciones y al daño 

tisular que provee de células y moléculas de defensa del huésped desde la circulación a los 

lugares donde se necesitan para eliminar los agentes agresores. La inflamación puede ser 

de dos tipos, aguda y crónica. La respuesta inicial y rápida a las infecciones y daño tisular se 
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denomina inflamación aguda, ésta se desarrolla en minutos u horas y es de corta duración; 

puede durar varias horas o unos pocos días. Sus principales características son la exudación 

de líquido y proteínas plasmáticas (edema) y la emigración de leucocitos, predominantemente 

neutrófilos (también llamados leucocitos polimorfonucleares). Las características 

morfológicas de las reacciones inflamatorias agudas son la dilatación de los vasos 

sanguíneos pequeños y la acumulación de leucocitos y líquido en el tejido extravascular. A 

diferencia de la inflamación aguda, la inflamación crónica se caracteriza por la infiltración de 

células mononucleares, que incluyen macrófagos, linfocitos y células plasmáticas, 

destrucción tisular e intento de curación por sustitución del tejido dañado por tejido conjuntivo 

mediante angiogénesis, y en particular, fibrosis (18). La inflamación crónica se asocia a 

diferentes procesos patológicos como las EII, pero también ocurre durante el envejecimiento 

fisiológico. En el envejecimiento se alcanza un estado pro-inflamatorio crónico de bajo grado, 

el cual impacta sobre la morbilidad y mortalidad entre la población adulta mayor. Este 

desbalance de la respuesta inmune aumenta la susceptibilidad a infecciones y predispone al 

desarrollo de diferentes enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2, enfermedades 

cardíacas, artritis reumatoidea y enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y 

Parkinson. Los estímulos que conducen a un estado pro-inflamatorio crónico pueden 

originarse en diferentes órganos y tejidos. El intestino es un sitio de alta exposición a agentes 

externos y la microbiota intestinal sufre cambios durante el envejecimiento, lo cual induce la 

activación crónica de las células de la inmunidad innata produciendo una inflamación 

primariamente local y posteriormente sistémica. Dada la relevancia de la inflamación intestinal 

durante el envejecimiento sobre la salud de los adultos mayores, es necesario contar con 

modelos animales que puedan emular este estado fisiopatológico. 

En el presente trabajo se evaluó si durante el envejecimiento fisiológico de Nothobranchius 

furzeri se alcanza un estado pro-inflamatorio intestinal. Como modelo de envejecimiento, 

estos peces ofrecen la oportunidad de estudiar diferentes enfermedades asociadas a la edad 
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y generar intervenciones que puedan prevenirlas o reducir la morbilidad que generan. Dado 

que la inflamación es un proceso común a todas estas enfermedades, contar con un modelo 

vertebrado versátil que permita realizar estudios longitudinales y de fácil trazabilidad, 

permitirá entender la patogénesis y factores que desencadenan el desbalance inmunológico 

que ocurre durante el envejecimiento. En nuestro laboratorio, recientemente caracterizamos 

el sistema gastrointestinal de los killifish turquesa y observamos que, a pesar de las 

características específicas de la especie, presentan una organización tisular conservada con 

los otros vertebrados y posee células epiteliales y neuronas mientéricas similares a los 

mamíferos.  

En esta tesis de grado, y como primera aproximación para evaluar si durante el 

envejecimiento fisiológico de Nothobranchius furzeri se alcanza un estado pro-inflamatorio 

intestinal, se utilizaron diferentes criterios morfológicos/histológicos para evidenciar 

marcadores de inflamación. La selección de estos marcadores se realizó en base a aquellos 

habitualmente utilizados para pesquisar inflamación en diferentes vertebrados, incluidos los 

mamíferos y peces. Los criterios analizados fueron cambios en el número de células 

productoras de mucus, el número de linfocitos intraepiteliales, el grosor de la pared intestinal 

y de la lámina propia, y la arquitectura de las vellosidades. 

Entre los resultados encontrados en nuestro trabajo, pudimos evidenciar una reducción del 

número de células caliciformes en los animales viejos, especialmente de aquellas 

productoras de mucinas ácidas. Las células caliciformes comprenden del 10% al 15% del 

epitelio intestinal (19) y son las encargadas de sintetizar glicoproteínas de mucina secretoras 

(MUC2) y moléculas bioactivas como mucinas unidas a la membrana epitelial (MUC1, MUC3, 

MUC17), péptidos del factor de trébol (TFF), molécula similar a la resistina β (RELMβ) y 

proteína de unión a Fc-γ (Fcgbp) (19). 
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Las capas de moco intestinal secretadas por las células caliciformes consisten principalmente 

de una red compacta similar a una malla de mucina MUC2 viscosa, permeable y formadora 

de gel, que proporciona la primera línea de defensa del huésped contra los irritantes 

endógenos y exógenos y la unión e invasión microbiana, pero también permite el transporte 

de nutrientes (7). Diferentes autores señalan que las capas de moco intestinal juegan un papel 

clave en el establecimiento de la microbiota intestinal comensal y la protección contra la 

colonización e invasión de la microbiota patógena. La barrera mucosa defectuosa, 

conjuntamente con el desbalance de las bacterias comensales y una respuesta inmunitaria 

innata y adaptativa alterada dan como resultado inflamación y lesiones intestinales (20).  

Cambios en el número de células caliciformes han sido previamente reportados en 

condiciones patológicas como en la EII y en modelos experimentales de colitis. En la CU, la 

capa mucosa está claramente comprometida con una franca reducción en su espesor, lo cual 

se ha relacionado con el agotamiento de las células caliciformes de la mucosa colorrectal 

afectada (21). Por otra parte, estudios recientes en modelos de colitis en ratones destacan la 

importancia del papel de la mucina en el mantenimiento de la integridad de las barreras 

mucosas protectoras cuya ruptura puede provocar colitis. Se informó recientemente que 

ratones deficientes en MUC2 sin células caliciformes morfológicamente identificables y sin 

expresión de MUC2 (pero que sí expresaron TFF3 y RELMβ) en el intestino, tenían capas de 

moco marcadamente deficientes con mayor permeabilidad y mayor adhesión bacteriana a las 

superficies de las células de la mucosa. Estos ratones desarrollaron colitis espontánea y eran 

susceptibles a la colitis inducida por DSS (22,23). Además, se ha demostrado que la 

composición de mucina y su secreción están alteradas en pacientes con EII (20). Esta 

alteración puede deberse a mutaciones genéticas, cambios en el ARNm o bien, en los niveles 

de proteína y cambios en el grado de glicosilación, sulfatación o degradación de las mucinas 

(24). Otros estudios señalan que normalmente, las mucinas colónicas están muy sulfatadas 

y generalmente se consideran más resistentes a la degradación bacteriana. Una capa de 
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moco colónico compuesta de mucinas menos sulfatadas se considera menos protectora y 

esto se ha asociado con la EII en humanos (24–26). Esto por lo tanto añade un factor más 

que podría ser considerado como un factor etiológico en cuadros inflamatorios, sumándose 

a la lista que considera cambios en células caliciformes a niveles pre-transcripcionales 

(mutaciones en gen MUC2), transcriptómicos (problemas en ARNm), traduccionales (mal 

plegamiento de la proteína) y post traduccionales (problemas en la glicosilación y sulfatación). 

Adicionalmente otros estudios han demostrado que los cambios estructurales en las mucinas 

también juegan un papel muy importante en la génesis de las EII. Estos autores concluyeron 

que la mucina secretada es propensa a plegarse incorrectamente y/o ensamblarse 

aberrantemente, lo que provoca un estrés sustancial en el retículo endoplásmico y apoptosis 

prematura de las células caliciformes, lo que eventualmente conduce al desarrollo de 

inflamación intestinal crónica (23).  

Por otro lado, en un estudio realizado en larvas de peces cebra expuestos a agentes 

enterocolíticos se observaron cambios en el número de las células caliciformes. Mientras que 

la exposición temprana a la oxazolona induce una reducción en el número de estas células, 

el TNBS causa un aumento (11–13). Diferencias en estas respuestas pueden asociarse a la 

duración del estímulo y etapa del desarrollo en el cual fueron aplicados. Por último, un estudio 

realizado con ratones de 10 semanas y 19 meses de edad en el que se investigó microbiota 

y los cambios en la expresión génica del huésped en asociación con el envejecimiento, 

mostró que en ratones de edad avanzada la capa de moco del colon se redujo 

aproximadamente 6 veces en relación con ratones jóvenes. Esto fue relacionado con una 

mayor apoptosis de células caliciformes, lo que fue demostrado por medio de tinción 

inmunohistoquímica anti caspasa 3, que arrojó tinción positiva en células caliciformes de las 

criptas colónicas de ratones de 19 meses. Estos hallazgos sugirieron que ratones viejos 

producirían menos moco secretado que ratones jóvenes debido a la disminución de células 

caliciformes. Finalmente, a partir de tinciones histoquímicas (PAS y AB) identificaron un 
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adelgazamiento de la capa de moco colónico en ratones de 19 meses en comparación a 

ratones de 10 semanas (17).  

Considerando las evidencias previas, se puede inferir que el patrón identificado en la 

cuantificación de células caliciformes podría asociarse con una alteración de la barrera 

mucosa en el envejecimiento, la cual podría predisponer a un proceso inflamatorio ulterior y 

menor capacidad de hacer frente a potenciales patógenos. Los principales cambios fueron 

observados en las células caliciformes productoras de mucinas ácidas (AB), las cuales 

incluyen mucinas sulfatadas y carboxiladas. A partir de esto, surge la interrogante si la 

reducción de las células AB positivas fue una consecuencia de un aumento en la apoptosis 

de estas células, o una reducción en la producción de mucinas sulfatadas y/o carboxiladas. 

Entre las proyecciones de este trabajo, se utilizarán marcadores específicos para evidenciar 

apoptosis de las células caliciformes y una variante de la tinción de AB. A pH 1,0 los grupos 

sulfatos que forman parte de los glicosaminoglicanos (GAGs) se encuentran disociados, 

permitiendo que el colorante interactúe exclusivamente con los ésteres de sulfato. Esta tinción 

nos permitirá evidenciar si durante el envejecimiento de los Nothobranchius furzeri se produce 

una disminución de las mucinas sulfatadas como ocurre en los procesos inflamatorios 

crónicos intestinales. 

Adicionalmente a los cambios en el número de células caliciformes y la producción de 

mucinas, los procesos inflamatorios crónicos y modelos experimentales de colitis, muestran 

alteraciones en la arquitectura de las vellosidades y cambios en el grosor de la lámina propia 

y de la pared intestinal, conjuntamente con infiltrado leucocitario. En humanos, la colitis 

crónica se asocia con una distorsión de la arquitectura tisular con erosión de las vellosidades, 

fibrosis de la lámina propia e infiltrado leucocitario (27). Asimismo, en modelos de colitis en 

pez cebra (oxazolona) se observa engrosamiento severo de la pared intestinal, desaparición 
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de la arquitectura del pliegue intestinal, e infiltración severa de eosinófilos y neutrófilos (11). 

Por otro lado, la exposición crónica de peces del género Dicentrarchus labrax a microplásticos 

nativos (MPV) y contaminados (MPI), induce un estado inflamatorio caracterizado por 

alteraciones estructurales como el ensanchamiento de la lámina propia, acortamiento e 

hinchazón de las vellosidades, destacando además edema evidente de las capas serosa, 

muscularis mucosa y submucosa/mucosa (17). Si bien, en nuestro trabajo no evidenciamos 

distorsión o erosiones de las vellosidades intestinales en los peces viejos, pudimos detectar 

cambios significativos en el grosor de la pared intestinal en el segmento posterior (IP). 

Asimismo, observamos una tendencia dependiente de la edad del engrosamiento de la lámina 

propia, aunque sin diferencias significativas. Estos resultados resultan coherentes 

considerando que durante cuadros inflamatorios es esperable observar un infiltrado de 

celulares inflamatorias y edema, causando el ensanchamiento de ambas estructuras. En 

nuestros análisis incluimos la evaluación del número de linfocitos intraepiteliales por medio 

de la tinción de H/E como marcador de infiltración leucocitaria. Nosotros no observamos 

diferencia en este parámetro entre ambos grupos etarios de peces. La identificación de 

linfocitos por técnicas estándares de tinción puede verse afectada en diferentes 

circunstancias, especialmente en aquellas en donde existen estados inflamatorios asociados 

a fibrosis, que dificultan la observación de estos tipos celulares. Por lo cual, los resultados 

obtenidos pueden no necesariamente reflejar la posible infiltración leucocitaria en los 

ejemplares viejos. Como proyección, utilizaremos técnicas más específicas y sensibles para 

poder identificar linfocitos a lo largo del tejido afectado, como la marcación 

inmunohistoquímica anti linfocitos T CD4+, la cual será complementada con tinciones 

tricrómicas para identificar si existen intentos de reparación con fibrosis. 
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10. Conclusiones 

Teniendo en cuenta los antecedentes presentados se puede sugerir que durante el 

envejecimiento fisiológico de Nothobranchius furzeri ocurren cambios 

morfológicos/histológicos que se asocian a un estado inflamatorio crónico leve. En este 

sentido, la disminución de las células caliciformes es característica de varios procesos 

inflamatorios persistentes en el sistema digestivo. Sin embargo resulta inevitable formular 

nuevas preguntas: ¿la disminución de las células caliciformes pueden debilitar la barrera 

mucosa favoreciendo al desarrollo de un estado inflamatorio crónico? o ¿la reducción en la 

producción de mucinas es el resultado de un agotamiento de estas células por un daño 

inflamatorio acumulativo? Es necesario complementar estos estudios con técnicas 

histoquímicas como alcian blue a pH 1,0 y 2,5, para caracterizar de manera completa si la 

disminución de las células caliciformes corresponde a una reducción en la producción de 

mucinas sulfatadas como ocurre en la EII o a una verdadera pérdida células caliciformes 

debido al daño que la inflamación persistente puede provocar. 

En tanto, para el criterio histológico de grosor de pared intestinal y ancho de lámina propia, 

en el que evidenciamos una tendencia al engrosamiento de la pared intestinal (regiones 

medias y posterior) y un engrosamiento de lámina propia (región anterior y media) en 

individuos viejos, quedan por dilucidar si el efecto observado es el resultado de un 

componente inflamatorio circulante en la lámina propia y/o además, subyacen intentos 

reparativos del tejido mismo. Con respecto a los linfocitos intraepiteliales, la ausencia de 

diferencias entre los grupos etarios analizados puede deberse a las limitaciones de la técnica 

utilizada. Mediante las tinciones de rutinas es difícil identificar linfocitos entre las células 

epiteliales que recubren la mucosa. Por lo cual, es necesario utilizar técnicas 

inmunohistoquímicas lo que eventualmente ayudaría a conocer el tipo de infiltrado 

inflamatorio que ocurre durante envejecimiento fisiológico.  
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Finalmente, se destaca la relevancia de profundizar en estos hallazgos y complementar con 

estudios moleculares, tales como la medición de mediadores inflamatorios como histamina, 

serotonina, prostaglandinas, especies reactivas de oxígeno, óxido nítrico, citoquinas, pues 

éstos respaldarían y permitirían validar los hallazgos histológicos de inflamación intestinal 

evaluados a lo largo de esta investigación 
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