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Resumen general 220 

 221 

El sistema de producción porcícola intensivo actual a nivel mundial, 222 

expone a los animales a diversos estresores (sociales, ambientales, 223 

inmunológicos, metabólicos y por manejo) con consecuencias que se 224 

manifiestan en respuestas fisiológicas y comportamentales alteradas, 225 

reflejándose en diferentes sistemas orgánicos, uno de ellos, 226 

frecuentemente afectado en los cerdos es el sistema gastrointestinal. 227 

Esta investigación se focaliza en este sistema orgánico, debido a que 228 

aloja al Sistema Nervioso Entérico (SNE), el cual incluye circuitos 229 

neuronales que controlan las funciones motoras, el flujo sanguíneo local, 230 

el transporte a través de mucosas, las secreciones, y modula funciones 231 

inmunológicas. Dicha red neuronal puede experimentar cambios 232 

estructurales y funcionales en respuesta a estímulos tanto instrínsecos 233 

como extrínsecos. 234 

Como grupo de investigación nos hemos planteado evaluar los cambios 235 

neuroplásticos del SNE, sin embargo, la literatura disponible para la 236 

especie es limitada y no da cuenta de protocolos precisos que permitan 237 

evaluar los componentes del SNE. Por lo tanto, el objetivo de este 238 

estudio fue estandarizar técnicas d e  inmunohistoquímica que 239 

permitieran evaluar los componentes del SNE en el íleon de la especie 240 

porcina. 241 

El proceso de estandarización incluyó la optimización en las condiciones 242 

de obtención, fijación y preparación de los tejidos, así como la evaluación 243 

de los componentes del sistema nervioso entérico. Se utilizaron muestras 244 

de intestinos (específicamente la porción del íleon) de ocho porcinos 245 

cruce comercial (C29 x PIC 410) entre los 30 y 35 días de nacidos. Los 246 

componentes del SNE se evaluaron mediante varias técnicas, incluyendo 247 
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histoquímica para los tejidos procesados con la técnica de preparado de 248 

membrana, así como con la técnica de inmunofluorescencia 249 

estandarizando un marcador específico de neuronas maduras anti-NeuN 250 

(1:500 EPR12763 Abcam, Australia) y un marcador de proliferación 251 

celular Ki67 (1:500 16667 Abcam, Australia). La evaluación de los 252 

protocolos se realizó a través de un análisis cualitativo de las secciones, 253 

centrándose en la especificidad y sensibilidad de los marcadores 254 

seleccionados. 255 

Los resultados demostraron que la metodología usada para la obtención 256 

de las muestras garantizó una buena calidad del tejido, lo que se traduce 257 

en la posibilidad de aplicar los métodos histoquímicos e 258 

inmunohistoquímicos. Por otra parte, el protocolo estandarizado para la 259 

técnica de inmunofluorescencia es eficaz para visualizar algunos 260 

componentes del SNE en el íleon de porcinos con la expresión positiva 261 

de un marcador neuronal específico. La exploración del tejido con la 262 

técnica de preparado de membrana y coloración de Azul de Toluidina, 263 

permitió exponer y visualizar los cuerpos neuronales presentes en el 264 

plexo mientérico.   265 

Como producto de está estandarización, se desarrolló un manual de 266 

procedimientos que contiene toda la información transversal al 267 

procesamiento y análisis de muestras obtenidas del sistema digestivo 268 

porcino para la evaluación del SNE en la especie. El cual proporciona 269 

una noción metodológica para la evaluación del SNE en porcinos y pone 270 

a disposición una guía de procedimientos que pueden facilitar el abordaje 271 

del SNE en porcinos desde la etapa preanalítica hasta su análisis. 272 

273 
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Summary 274 

The current global intensive pig production system exposes animals to 275 

various stressors (social, environmental, immunological, metabolic, and 276 

management-related), resulting in altered physiological and behavioral 277 

responses. Chronic stress is widely recognized as a relevant cofactor in 278 

the onset of diseases. Its effects are reflected in different organ systems, 279 

one of which, frequently affected in pigs, is the gastrointestinal system. 280 

This research focuses on this organ system because it houses the Enteric 281 

Nervous System (ENS), which includes neural circuits that control motor 282 

functions, local blood flow, mucosal transport, secretions, and modulate 283 

immune functions. 284 

This neural network, like the neurons in the central nervous system, can 285 

experience changes in its structure and function, meaning it can modify its 286 

activity in response to both intrinsic and extrinsic stimuli. This series of 287 

changes corresponds to the phenomenon of neuroplasticity, which 288 

encompasses the concept of neurogenesis, referring to the birth, 289 

proliferation, and maturation of new neurons. 290 

The objective of this study was to standardize immunohistochemical 291 

techniques to evaluate neuroplasticity in the ileum of pigs, due to the 292 

limited information currently available for the assessment of the ENS in 293 

this species. 294 

The standardization process included the optimization of conditions for 295 

tissue collection, fixation, and preparation, as well as the evaluation of the 296 

components of the enteric nervous system. Intestinal samples 297 

(specifically from the ileum) were obtained from eight commercial 298 

crossbred pigs (C29 x PIC 410) between 30 and 35 days of age. The 299 

components of the ENS were evaluated using a histochemical technique 300 
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with special Toluidine Blue staining on tissues processed with a 301 

membrane preparation technique, as well as immunofluorescence, 302 

standardizing a specific marker for mature neurons (anti-NeuN, 1:500 303 

EPR12763 Abcam, Australia) and a cell proliferation marker (Ki67, 1:500 304 

16667 Abcam, Australia). The evaluation of the protocols was performed 305 

through a qualitative analysis of the sections, focusing on the specificity 306 

and sensitivity of the selected markers. 307 

The results demonstrated that the methodology used for sample 308 

collection ensured good tissue quality, allowing for the application of 309 

histochemical and immunohistochemical methods. Furthermore, the 310 

standardized protocol for the immunofluorescence technique proved 311 

effective in visualizing certain components of the ENS in the ileum of pigs, 312 

with positive expression of a specific neuronal marker. Examination of the 313 

tissue using the membrane preparation technique and Toluidine Blue 314 

staining enabled the exposure and visualization of neuronal cell bodies 315 

present in the myenteric plexus. 316 

As a product of this standardization, a procedures manual was developed 317 

containing comprehensive information on the processing and analysis of 318 

samples obtained from the porcine digestive system for the evaluation of 319 

the ENS in this species. This manual provides a methodological 320 

framework for the assessment of the ENS in pigs and offers a guide to 321 

procedures that can facilitate the approach to the ENS from the pre-322 

analytical stage to analysis. 323 

 324 

 325 

 326 
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Introducción general 327 

 328 

La producción porcina es uno de los sectores ganaderos más 329 

importantes a nivel mundial. La carne de cerdo representa más de una 330 

cuarta parte del total de proteínas consumidas en todo el mundo y 331 

aproximadamente el 35% de toda la producción de carne (Maes et al., 332 

2020). La producción porcina moderna se caracteriza por la 333 

intensificación, este factor incrementa la productividad animal, y como 334 

consecuencia contribuye a una mayor eficiencia económica. Sin 335 

embargo, causa graves problemas ecológicos y puede impactar 336 

negativamente los niveles de bienestar animal (descanso, confort 337 

térmico, facilidad de movimiento, etc.) y la salud en general. (Hernández-338 

Antonio et al., 2021; Racewicz et al., 2021). La intensificación en la 339 

producción, representan un mayor riesgo en el aumento de los niveles de 340 

estrés en la especie, entre otras cosas por la inadecuada expresión de 341 

conductas naturales, así como, por el hacinamiento y la reagrupación, los 342 

cuales representan factores estresores que están presentes durante 343 

todas las etapas de producción (Brunberg et al., 2016; Martínez- Miró et 344 

al., 2016). El cerdo al ser una especie omnívora, tiene una capacidad 345 

bastante desarrollada para explorar el entorno (Lander et al., 2020). Por lo 346 

anterior, se ha sugerido que las especies omnívoras y herbívoras en 347 

condiciones de cría intensiva desarrollan estereotipias orales, como la 348 

aerofagia y moder y masticarse la cola entre ellos, lo que refleja una 349 

motivación frustrada para explorar y buscar comida (Brunberg et al., 350 

2016). Esto, de acuerdo con Scipioni et al. (2009), se traduce en 351 

ausencia de bienestar. 352 

Los efectos deletéreos del estrés se han descrito ampliamente y se sabe 353 

de sus repercusiones directas sobre la memoria, el aprendizaje, la 354 
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cognición, el sistema inmune, el sistema cardiovascular y endocrino 355 

(Yaribeygi et al., 2017). En humanos se ha descrito el efecto del estrés 356 

psicológico sobre la salud intestinal y su posible participación en la 357 

presentación de enfermedades inflamatorias intestinales (Sgambato et 358 

al., 2017; Araki et al., 2020). En la especie porcina se ha documentado 359 

que los factores estresantes asociados al destete temprano tienen el 360 

potencial de alterar los procesos normales del desarrollo epitelial, 361 

inmunitario y del sistema nervioso entérico aumentando el riesgo y la 362 

severidad de las enfermedades gastrointestinales en la vida adulta 363 

(Moeser et al., 2017; Pohl et al., 2015). 364 

El sistema digestivo desempeña una serie de funciones que son 365 

esenciales para la supervivencia; la digestión mecánica y química de los 366 

alimentos, el tránsito del contenido luminal y la absorción de nutrientes 367 

son algunas de las más importantes, de igual manera realiza funciones 368 

inmunitarias al reconocer y combatir patógenos luminales. Estas 369 

complejas tareas están reguladas por una red autonómica de neuronas y 370 

células gliales denominada sistema nervioso entérico (Holland et al., 371 

2021). Esta red se distribuye a lo largo del intestino mediante los plexos 372 

mientérico y submucoso. Las neuronas del plexo mientérico se agrupan en 373 

ganglios embebidos en tejido conectivo entre dos capas de la túnica 374 

muscular; y las neuronas del plexo submucoso residen entre el músculo y 375 

el epitelio (Mazzoni et al., 2023). En general, las neuronas del SNE 376 

interactúan con células entero endocrinas, inmunes, epiteliales y con el 377 

sistema nervioso autónomo. Las neuronas entéricas hacen sinapsis entre 378 

sí, pero también liberan neurotransmisores para regular la actividad 379 

celular relacionada con la motilidad intestinal, función epitelial, flujo 380 

sanguíneo y actividad inmunológica (Schneider et al., 2019). Entendiendo 381 

su importancia y el cumplimiento de funciones vitales, el SNE se 382 
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considera una pieza clave en la salud intestinal. 383 

En las últimas cuatro décadas la perspectiva científica sobre el sistema 384 

nervioso ha cambiado significativamente, considerando como fenómenos 385 

de neuroplasticidad adulta los cambios o alteraciones morfológicas de las 386 

neuronas, cambios en su conectividad, cambios neurobioquímicos e 387 

incluso la generación de nuevas neuronas (neurogénesis) (Fuchs & 388 

Flügge, 2014). Este último concepto fue bastante controversial, ya que 389 

antes se creía en el dogma que las neuronas son un número finito de 390 

células que una vez mueren no pueden ser reemplazadas (Fuchs & 391 

Flügge, 2014). Sin embargo, diversos autores desde finales de 1960 hasta 392 

la fecha han demostrado que efectivamente las neuronas tienen la 393 

capacidad de realizar cambios adaptativos relacionados con la estructura 394 

y función del sistema nervioso, en respuesta a estímulos internos o 395 

externos (Watanabe 1992; Woolley et al., 1990; Ming & Song, 2011; Mc 396 

Ewen et al., 2015; Zilles, 1992). 397 

La neuroplasticidad comprende una amplia gama de cambios 398 

estructurales y funcionales tanto en neuronas como en células gliales, 399 

como resultado a respuestas adaptativas a diferentes tipos de estímulos 400 

o condiciones, todo para mantener la homeostasis de las funciones 401 

gastrointestinales (Mawe et al., 2009). Teniendo en cuenta la importancia 402 

del SNE y su potencial neuroplástico, el estudio y abordaje de estos 403 

fenómenos es de fundamental importancia porque puede ayudar a 404 

dilucidar la fisiopatología de diversas enfermedades, y así contribuir al 405 

desarrollo de intervenciones terapéuticas dirigidas a la inervación 406 

intrínseca del intestino (Kruger et al., 2002). 407 

A pesar de la importancia de la neuroplasticidad entérica, la falta de 408 

estandarización en las técnicas de inmunohistoquímica utilizadas para 409 

evaluar estos procesos en la especie limita la comparabilidad y 410 
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reproducibilidad de los resultados entre estudios. La variabilidad en los 411 

procedimientos, desde la fijación de tejidos hasta la elección de 412 

anticuerpos, así como las condiciones de tinción y análisis pueden 413 

afectar la interpretación de los datos, dificultando la identificación precisa 414 

de cambios neuroplásticos en el tejido entérico porcino. 415 

Actualmente existen diversas técnicas para estudiar la neuroplasticidad in 416 

vivo y ex vivo que incluyen neuroimagen, neurofisiología, estudios 417 

moleculares y métodos de procesamiento de tejidos, en los cuales las 418 

técnicas de mayor aplicación son de naturaleza inmunoenzimática e 419 

inmunofluorescente (Aimone, 2014). En cerdos, la información disponible 420 

relacionada con la evaluación neuroplástica del sistema nervioso 421 

entérico, da cuenta principalmente de la evaluación de tejidos mediante 422 

inclusión en parafina y preparados de membrana para coloraciones 423 

histoquímicas, inmunohistoquímicas e inmunofluorescentes. Sin 424 

embargo, la descripción de las características metodológicas de los 425 

estudios que han realizado este tipo de ensayos es escasa y poco 426 

detallada (Montedónico et al., 2006; Yuan et al., 2023). 427 

En este trabajo se presenta una guía metodológica completa que 428 

propone una ruta de trabajo detallada para la evaluación de los 429 

fenómenos de neuroplasticidad entérica en porcinos. En ella, se consigna 430 

la información relativa al proceso preanalítico y analítico que incluyen 431 

protocolos de muestreo, fijación y procesamiento de muestras, así como 432 

protocolos de inmunohistoquímica con la estandarización de los 433 

marcadores anti-NeuN y Ki67. Con esta guía se busca resolver una 434 

necesidad en términos de protocolos que pueda aplicarse en futuras 435 

investigaciones que se realicen en pro de entender la neuroplasticidad 436 

entérica y sus implicaciones en la salud intestinal. 437 

 438 
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 439 

Objetivos 440 

 441 

Objetivo general 442 

Estandarizar técnicas inmunoenzimáticas e inmunofluorescentes para 443 

evaluar neuroplasticidad en el íleon de porcinos. 444 

Objetivos específicos 445 

1. Normalizar la técnica de fijación por inmersión en 446 

paraformaldehído para inmunofluorescencia en el íleon. 447 

2. Estandarizar la técnica de inmunofluorescencia e 448 

inmunohistoquímica en los plexos mientéricos del íleon, con 449 

marcadores inmunohistoquímicos de neuronas en proliferación y 450 

maduras. 451 

 452 

 453 

 454 

 455 

 456 

 457 

 458 

 459 



 

19 

 

Capítulo 1: Consideraciones generales: Entendiendo el sistema nervioso 460 

entérico como un actor importante de la salud intestinal. Estrategias de 461 

evaluación en la especie porcina. 462 

Introducción 463 

En este capítulo se presentará un marco conceptual entorno al objeto de 464 

estudio, dónde se contextualizará al lector sobre los componentes del 465 

SNE, su origen embriológico y su ubicación. De igual manera se resalta 466 

su importancia en la salud intestinal. 467 

El sistema digestivo está inervado por un sistema nervioso intrínseco 468 

conocido como sistema nervioso entérico (SNE), el cual puede controlar 469 

las funciones del intestino incluso sin la influencia del sistema nervioso 470 

central (SNC) gracias a los circuitos reflejos locales (Furness, 2012; 471 

Fleming et al., 2020). 472 

El SNE desempeña múltiples funciones como determinar los patrones de 473 

movimiento del tracto gastrointestinal, controlar la secreción de ácido 474 

gástrico, regular el movimiento de fluidos a través del epitelio de 475 

revestimiento, cambiar el flujo sanguíneo local, modificar la digestión de 476 

nutrientes e interactuar con los sistemas inmunitario y endocrino del 477 

intestino (Furness, 2012). Adicionalmente contribuye, junto con las 478 

células gliales, a mantener la integridad de la barrera epitelial entre el 479 

lumen intestinal y las células y tejidos de la pared intestinal (Rao & 480 

Gershon, 2016). 481 

De acuerdo a lo anterior, se puede deducir la importancia del SNE para la 482 

salud intestinal. Este se ha reconocido como un modulador clave de la 483 

función de la barrera intestinal y un regulador de la homeostasis entérica. 484 

 485 
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 486 

Esto es importante, ya que un intestino permeable representa la puerta de 487 

entrada para la translocación de bacterias y toxinas generando cambios 488 

en el microbioma intestinal, el cual en conjunto con antecedentes 489 

genéticos individuales pueden contribuir al desarrollo de diversos 490 

trastornos intestinales (Niesler et al., 2021). 491 

Para evaluar los cambios relacionados con el SNE existen diversos 492 

métodos que abarcan los estudios in vivo, análisis de comportamiento y 493 

estudios ex vivo (Niesler et al., 2021). En cerdos se han aplicado 494 

diferentes técnicas de análisis en estudios ex vivo, incluyendo técnicas 495 

inmunoenzimáticas e inmunofluorescentes, así como coloraciones 496 

histoquímicas (Mazzoni et al., 2020) (Van Ginneken et al., 1998). Sin 497 

embargo, y como se evidenciará en este trabajo, la descripción 498 

metodológica detallada de estas técnicas en la especie es escasa e 499 

imprecisa, incluso desde la etapa pre-analítica, la cual es determinante 500 

para obtener muestras de una calidad óptima y que sean aptas para 501 

realizar las técnicas previamente mencionadas. 502 

En este capítulo se revisarán adicionalmente, algunos métodos y 503 

protocolos disponibles en la literatura y se denotarán algunas 504 

particularidades de los mismos. 505 

 506 

 507 

 508 

 509 

 510 
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Marco conceptual 511 

Migración y desarrollo 512 

El SNE se deriva de la cresta neural (CN), donde reside una población 513 

celular precursora, multipotente y altamente migratoria conocida como 514 

células de la cresta neural (CCN), dicha población se origina en la unión 515 

de la placa neural y el ectodermo adyacente y migra a lo largo del 516 

embrión colonizando múltiples tejidos y diferenciándose a una gran 517 

variedad de células incluyendo neuronas y células gliales, las cuales una 518 

vez maduran y se diferencian en el tejido adquieren funciones específicas 519 

(Figura 1) ( Young et al., 2014; Nagy & Goldstein, 2017). En la actualidad, 520 

se reconocen distintos tipos de neuronas en el SNE, como las motoras, 521 

interneuronas, neuronas aferentes intrínsecas primarias y las neuronas 522 

intestinofugas. En cuanto a las células gliales, se han categorizado según 523 

su ubicación en el tejido, identificándose cuatro tipos principales: glía 524 

interganglionar, glía intraganglionar, glía de la mucosa y glía 525 

intramuscular (Lake & Heuckeroth, 2013; Nagy & Goldstein, 2017). 526 

La migración de dicha población celular está regulada por una serie de 527 

factores que incluyen señales químicas, factores de crecimiento y 528 

expresión de proteínas; se reconocen dos fases: la fase transversa en la 529 

que las CCN migran desde el tubo neural a la región dorsolateral del 530 

embrión y la fase longitudinal en la que migran a lo largo del intestino en 531 

desarrollo (Young et al., 2014) (Nagy & Goldstein, 2017). En la mayoría de 532 

especies en las que se ha evaluado esta migración (peces cebra, aves, 533 

ratones, humanos, anfibios, reptiles, etc) se ha demostrado que se 534 

desarrolla primero el plexo externo conocido como plexo mientérico y 535 

posteriormente se da una migración secundaria radial hacía el epitelio 536 

para dar lugar al plexo submucoso (Figura 2) (Nagy & Goldstein, 2017). 537 



 

22 

 

 538 

Figura 1 - Diferenciación de células de la cresta neural a neuronas y células gliales. Las neuronas 539 
entéricas y las células gliales se diferencian de acuerdo a su función en el tejido. Imagen adaptada y 540 
traducida de Nagy & Goldstein (2017). 541 
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 542 

Figura 2 - Distribución de componentes histológicos en el intestino delgado. Disposición de los plexos 543 
mientérico y submucoso. Imagen traducida de Rao & Gershon (2016). 544 

Sin embargo, no solo la migración es necesaria para que se establezcan 545 

estos componentes celulares. Se requieren las condiciones adecuadas 546 

para que se dé la supervivencia y su posterior diferenciación y 547 

maduración; etapas que deben ser estrictamente reguladas por el 548 

organismo para garantizar que todo el tracto gastrointestinal sea 549 

colonizado por la densidad y diversidad adecuada de neuronas y células 550 

gliales (Nagy & Goldstein, 2017). Cada una de estas etapas está regulada 551 

por diversos factores de transcripción, receptores de la superficie celular 552 

y señales neurotróficas y de igual manera, dependen de factores como el 553 

tamaño de la población de células progenitoras, la regulación de la 554 

apoptosis, la disponibilidad de factores neurotróficos, entre otros (Kang et 555 

al., 2021). 556 

Una vez que una región intestinal está poblada por células precursoras, 557 
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estas comienzan a agruparse en ganglios y a medida que estos se van 558 

formando, los progenitores se diferencian en células de la glía y diversos 559 

subtipos de neuronas entéricas, entre ellas, sensoriales, interneuronas, 560 

neuronas motoras excitadoras e inhibidoras. En total se han identificado 561 

16 subtipos neuronales en el SNE maduro (Kang et al., 2021) y se han 562 

descrito densidades alrededor de los 400-600 millones de neuronas 563 

(Fleming et al., 2020). Sin embargo, aún no se han dilucidado por 564 

completo los mecanismos que controlan su desarrollo (Nagy & Goldstein, 565 

2017) (Hao & Young, 2009). 566 

567 
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 568 

El SNE en la vida postnatal. Introducción a la neuroplasticidad adulta. 569 

 570 

Durante la vida postnatal se dan cambios determinantes en el SNE, 571 

relacionados con la formación de circuitos funcionales, gangliogénesis y 572 

cambios neuroquímicos (Pohl et al., 2015). Todo lo anterior indica que 573 

durante este periodo el SNE exhibe un alto grado de plasticidad. 574 

La neuroplasticidad se reconoce como la capacidad del sistema nervioso 575 

para cambiar, modificar o reorganizar su actividad en respuesta a 576 

estímulos intrínsecos o extrínsecos mediante la reorganización de su 577 

estructura, funciones o conexiones. La neuroplasticidad se puede dividir 578 

en dos mecanismos principales que incluyen la regeneración neural 579 

(neurogénesis y plasticidad sináptica) y la reorganización funcional 580 

(Puderbaugh & Emmady, 2023; Cramer et al., 2011; Quartarone et al., 581 

2022; Shaffer, 2012). La neuroplasticidad estructural o regeneración 582 

neural implica alteraciones en las características físicas de las neuronas 583 

y sus conexiones, como la cantidad, la forma, la intensidad y la 584 

interconexión de la sinapsis; lo que permite que el cerebro se ajuste a 585 

diferentes entornos y experiencias; este fenómeno se compone de cuatro 586 

fases: proliferación, migración, diferenciación y maduración. La 587 

neurogénesis está regulada en el SNC por los niveles de neurotrofinas, 588 

como el factor neurotrófico derivado de cerebro (Viel et al., 2021). La 589 

neuroplasticidad funcional, en cambio, se refiere a modificaciones en las 590 

características de las redes neuronales, por ejemplo variaciones en la 591 

eficiencia, intensidad y sincronización de las sinapsis. Este tipo de 592 

plasticidad se manifiesta de manera rápida y tiene un impacto en 593 

diversos procesos cognitivos y conductuales, como la atención, la 594 

memoria y la percepción (Marzola et al., 2023; Murciano-Brea et al., 595 
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2021; Vasina et al., 2006).  596 

En humanos se han descrito varios factores postnatales que pueden 597 

influir en el neurodesarrollo y la neuroplasticidad. El estado nutricional por 598 

ejemplo, es un factor crítico para el crecimiento y desarrollo del cerebro. 599 

Se ha descrito como dietas altas en grasa y el consumo de edulcorantes 600 

pueden afectar negativamente la cognición, promover la neuro 601 

inflamación y activación glial, y disminuir la neurogénesis hipocampal 602 

(Marzola et al., 2023). 603 

A nivel molecular se ha relacionado la proteína-43 (GAP-43) con el 604 

crecimiento y la regeneración neuronal, cuya expresión es especialmente 605 

alta en el sistema nervioso durante el desarrollo. En organismos adultos, 606 

su expresión disminuye, aunque todavía se detecta en regiones del 607 

cerebro con capacidad de plasticidad estructural o funcional, como el 608 

hipocampo. En el sistema nervioso autónomo, y en particular en el 609 

sistema nervioso entérico (SNE), el GAP-43 se expresa de manera 610 

prominente en los ganglios mientéricos y submucosos a lo largo de toda 611 

la vida lo que subraya la capacidad del SNE para adaptarse a nuevos 612 

desafíos a lo largo de la existencia (Schäfer et al., 2009). 613 

Estos cambios fenotípicos, estructurales, funcionales o químicos son 614 

resultado de respuestas adaptativas a diferentes tipos de estímulos o 615 

condiciones para mantener la homeostasis de las funciones 616 

gastrointestinales (Mawe et al., 2009). Sin embargo, teniendo en cuenta 617 

que el individuo está expuesto a diferentes contextos (p ej,. la nutrición y 618 

la interacción social), estas señales ambientales pueden modificarse o 619 

perturbarse provocando desviaciones en la función gastrointestinal a largo 620 

plazo y aumentando la susceptibilidad a enfermedades (Moeser et al., 621 

2017).  622 
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 623 

Durante el desarrollo postnatal y posterior a la neurogénesis y la 624 

gangliogénesis, el sistema nervioso entérico (SNE) experimenta una 625 

pérdida natural de neuronas. Este proceso, conocido como "poda del 626 

SNE", se produce a través de la apoptosis, o muerte celular programada 627 

(García-Ródenas et al., 2006; Schäfer et al., 1999). Los mecanismos 628 

exactos de la poda del SNE no están completamente claros, pero se cree 629 

que pueden estar relacionados con la pérdida de factores de 630 

supervivencia, como el factor de crecimiento nervioso y el factor 631 

neurotrófico derivado de la glía (Chalazonitis et al., 2012; Foong et al., 632 

2012). 633 

Además de la poda del SNE, su composición neuroquímica también 634 

cambia significativamente durante el desarrollo postnatal. De particular 635 

importancia es el aumento de la inervación colinérgica del intestino, que 636 

es responsable de la contracción muscular gastrointestinal (De Vries et 637 

al., 2010). En la madurez, la proporción de neuronas que expresan 638 

acetilcolina, el principal neurotransmisor colinérgico, representa 639 

aproximadamente el 44% de todas las neuronas del plexo submucoso y 640 

el 62% de todas las neuronas del plexo mientérico. El crecimiento de las 641 

neuritas del SNE es otro acontecimiento postnatal importante, ya que 642 

permite que las neuronas se comuniquen entre sí y con otras partes del 643 

cuerpo (Pohl et al., 2015). 644 

Pero no sólo en la etapa postnatal se da la muerte celular programada de 645 

las células del SNE, sino también en la vida adulta, donde son removidas 646 

gracias a la acción de macrófagos musculares que están asociados 647 

anatómica y funcionalmente con el plexo mientérico (Figura 3). En este 648 

sentido, se establece la necesidad de que surjan nuevas neuronas para 649 

reemplazar aquellas que son fagocitadas. (Kulkarni et al., 2017). De esta 650 
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manera autores como Kulkarni et al. (2017) y Yarandi et al. (2020) han 651 

logrado demostrar la neuroplasticidad en el intestino adulto. 652 

 653 

Como se expuso previamente la neuroplasticidad puede modularse a 654 

partir de estímulos tanto extrínsecos como intrínsecos. Dentro de ellos el 655 

estrés se ha reconocido como un estímulo capaz de modular 656 

negativamente este fenómeno (Aimone et al., 2014). 657 

Todo lo mencionado anteriormente cobra una importancia crucial en los 658 

sistemas de producción porcina donde se ha establecido el destete 659 

temprano como un modelo estándar de destete con una edad promedio 660 

de 21 días, este modelo conlleva a un período de estrés intenso, el cual 661 

está vinculado al cambio de alimentación, representando un desafío tanto 662 

alimentario como inmunológico debido a la introducción de nuevos 663 

antígenos dietéticos (St-Pierre et al., 2023). Además, el reagrupamiento y 664 

la separación materna se perciben como estresores sociales y 665 

psicológicos respectivamente; de igual manera a lo largo del proceso 666 

Figura 3 - Poblaciones mientéricas en un ratón adulto sufriendo muerte celular programada y fagocitosis activa 

por macrófagos musculares. De izquierda a derecha Ci. plexo mientérico a una escala de 10 um donde se 

observan neuronas colinérgicas en rojo y macrófagos musculares en verde, Cii. Escala de 50 um donde so 

observa la fagocitosis (flechas azules) del soma neuronal (rojo) al interior de macrófagos (verde), Ciii y Civ 

paneles separados a una escala de 10 um con macrófagos en verde y neuronas colinérgicas en rojo. (Kulkarni et 

al., 2017). 
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productivo se continúan presentando eventos de este tipo (Martínez-Miró 667 

et al., 2016). Es esencial destacar que un entorno estresante puede 668 

alterar significativamente todos los procesos relacionados con el 669 

desarrollo postnatal del SNE. Estos factores actúan de manera conjunta y 670 

pueden desencadenar respuestas de mala adaptación intestinal con una 671 

duración prolongada (Pohl et al., 2015). En este contexto, la salud 672 

intestinal juega un papel vital para el desarrollo y la correcta conversión 673 

alimenticia, lo que se traduce en parámetros productivos ideales (Szabó et 674 

al., 2023). 675 

676 
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Métodos disponibles para la evaluación del sistema nervioso entérico en 677 

preparados de tejidos de cerdos 678 

 679 

Actualmente las preparaciones de tejidos son las muestras más usadas 680 

para evaluar los componentes del SNE (Cavin et al., 2023). Estos 681 

preparados se evalúan frecuentemente mediante microscopía óptica 682 

tradicional, microscopía electrónica de barrido y microscopia confocal 683 

(Mazzuoli‐Weber & Schemann, 2015; Dariel et al., 2020; Motegi et al., 684 

2020; Boesmans et al., 2013; Kulkarni et al., 2020). En la especie porcina 685 

se han realizado evaluaciones del SNE que involucran desde el 686 

estómago hasta el colon, muchas de ellas se han centrado en la 687 

clasificación de los tipos neuronales y sus densidades, así como la 688 

influencia de algunos componentes presentes en la alimentación sobre 689 

sus características morfológicas y funcionales (Mozel & Arciszewski, 690 

2022) (Palus & Całka, 2019) (Paran et al., 2009). Estos estudios han 691 

realizado sus evaluaciones utilizado técnicas convencionales de 692 

preparación de tejido como la inclusión en parafina, crio congelación, 693 

preparados de membrana y otros métodos no especificados. 694 

El método de procesamiento histoquímico de rutina para casi cualquier 695 

tejido es la hematoxilina y eosina (H&E), el cual se logra posterior al 696 

procesamiento de tejidos incluidos en parafina y permite la observación 697 

de componentes celulares como el núcleo, citoplasma y la membrana 698 

celular (Rivera et al., 2011). Sin embargo, el alcance de esta técnica está 699 

limitado a imágenes bidimensionales de estructuras que son 700 

tridimensionales (Portiansky, 2018), por ello, para el caso del plexo 701 

mientérico y su distribución irregular entre las túnicas musculares 702 

(Christensen, 1990), se indican otros métodos que consideren su 703 

estructura tridimensional. De todas formas, es importante someter las 704 
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muestras al procesamiento histoquímico con H&E para verificar la calidad 705 

de la muestra y valorar cualquier cambio post mortem (Slaoui et al., 706 

2017). 707 

Por otra parte, la técnica de preparado de membrana o “Whole mount” 708 

permite diseccionar y separar las capas histológicas de un tejido, 709 

facilitando la aproximación al tejido de interés. Para el caso del sistema 710 

nervioso entérico, esta técnica permite exponer el plexo mientérico y 711 

realizar valoraciones por cm2 de tejido, lo cual es una ventaja para 712 

evaluaciones que consideren densidades (El‐Nachef et al., 2021). Las 713 

muestras que resulten de esta técnica pueden ser sometidas a diversos 714 

análisis tanto para evaluación tridimensional como bidimensional, y se 715 

pueden aplicar diversas técnicas de tinción como histoquímica o 716 

inmunohistoquímica (Gfroerer & Rolle, 2013). 717 

 718 

 719 

 720 

 721 

 722 

 723 
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 725 

 726 

 727 

 728 
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Capítulo 2. Etapa preanalítica y analítica. Eutanasia, necropsia, toma y 1040 

procesamiento de muestras orientadas al sistema digestivo.  1041 

 1042 

Introducción 1043 

 1044 

En este capítulo se relatarán todas las características del proceso 1045 

preanalítico y analítico; se describirá el método de eutanasia, protocolo 1046 

de necropsia, tratamiento y procesamiento de las muestras. 1047 

El primer objetivo específico de este trabajo plantea estandarizar el 1048 

método de fijación por inmersión de las muestras obtenidas del intestino 1049 

de los individuos. Este planteamiento nace de la necesidad de superar 1050 

una dificultad metodológica en la fijación de las muestras obtenidas de 1051 

intestino. De acuerdo a lo expresado por Piña et al. (2022), se debe 1052 

realizar la fijación de los tejidos a partir de la perfusión transcardial con la 1053 

solución fijadora, técnica estándar para roedores; esto para garantizar 1054 

resultados óptimos con las técnicas de IHQ. Sin embargo, el volumen de 1055 

solución fijadora, la disponibilidad de personal especializado, y las 1056 

condiciones de seguridad para el personal dificultan en gran medida la 1057 

implementación de esta técnica en la especie porcina. 1058 

Para este trabajo se utilizó un método de eutanasia químico y el 1059 

procedimiento de necropsia se realizó por estaciones o mesas de 1060 

muestreo, para disminuir el tiempo de obtención de las muestras de tejido 1061 

y evitar artefactos derivados. Una vez obtenidas las muestras se 1062 

implementó el método de fijación por inmersión para el tratamiento de las 1063 

mismas. 1064 

El segundo objetivo específico, plantea estandarizar la técnica de 1065 
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inmunofluorescencia e inmunohistoquímica en los plexos mientéricos del 1066 

íleon, con marcadores inmunohistoquímicos de neuronas en proliferación 1067 

y maduras. Este objetivo se plantea debido a la poca información 1068 

disponible para la evaluación del sistema nervioso entérico en la especie 1069 

y a las dificultades que representan este tipo de análisis, entre ellas una 1070 

de las más críticas es la reactividad del anticuerpo en la especie, dado el 1071 

alto grado de especificidad que usualmente muestran los anticuerpos 1072 

(Farady et al., 2009). Para ello se utilizó un tratamiento específico 1073 

posterior a la toma de muestras que incluye un protocolo de fijación, 1074 

congelación, corte y aplicación de las técnicas planteadas con un 1075 

marcador de neuronas maduras y un marcador de células en 1076 

proliferación. 1077 

Adicionalmente se describe una técnica novedosa de preparación de 1078 

tejidos para la evaluación del SNE conocida como preparado completo o 1079 

preparado de membrana, que a través de una serie de manipulaciones al 1080 

tejido permite exponer de manera completa el plexo mientérico. 1081 

 1082 

 1083 

 1084 

 1085 

 1086 

1087 
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Marco conceptual 1088 

 1089 

Eutanasia en porcinos 1090 

 1091 

La eutanasia en animales juega un papel importante en las prácticas 1092 

veterinarias y es una experiencia fundamental para los veterinarios y sus 1093 

clientes. Es importante contar con un personal entrenado para garantizar 1094 

practicas acordes con el bienestar de los animales. En el campo de la 1095 

investigación se deben implementar métodos apropiados y éticamente 1096 

avalados que garanticen una total analgesia y la pérdida irreversible de la 1097 

consciencia (Parasuraman & Christapher, 2022). 1098 

La Asociación Americana de Medicina Veterinaria (AVMA) en el 2020 1099 

publicó una guía de eutanasia para animales. En ella se aborda el deber 1100 

ético que tienen los médicos veterinarios en garantizar una muerte 1101 

humanitaria, tanto para los animales de compañía, los animales de abasto 1102 

y los animales de experimentación, esto significa utilizar métodos que 1103 

disminuyan al máximo el dolor y estrés y que la muerte ocurra lo más 1104 

rápido posible. En esta guía se detallan los métodos para grandes 1105 

mamíferos especificando cuales están aceptados y avalados, cuales son 1106 

aceptados bajo circunstancias especiales y cuales definitivamente no se 1107 

pueden practicar en ninguna circunstancia (Tabla1 y Tabla 2). 1108 

 1109 

 1110 

 1111 

 1112 
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 1113 

 1114 

1115 

Tabla 1 - Agentes y métodos de eutanasia aceptados en las diferentes especies animales 

traducido y adaptado de Leary et al. (2020) 
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 1116 

 1117 

 1118 

 1119 

 1120 

Tabla 2 – Agentes y métodos no aceptados para la eutanasia en animales. Traducido y adaptado de 

Leary et al. (2020) 
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 1121 

De acuerdo con estas recomendaciones, en este trabajo se adoptaron los 1122 

lineamientos y pautas recomendadas por la AVMA para garantizar el 1123 

mínimo sufrimiento y estrés derivado del procedimiento. Se eligió el 1124 

método químico y se seleccionaron medicamentos que no requieren un 1125 

acceso venoso para evitar el estrés de la manipulación. Para ello se 1126 

utilizaron como anestésicos una combinación de agentes sedantes y 1127 

disociativos como lo son la azaperona y la ketamina, ambos de aplicación 1128 

intramuscular (IM). La azaperona es un medicamento ampliamente 1129 

utilizado en la industria porcina como sedante neuroléptico para el 1130 

manejo del estrés del posparto y el transporte, así como premedicación 1131 

anestésica con un efecto que dura entre 2 a 4 horas e inicia 1132 

aproximadamente a los 20 minutos post aplicación intramuscular. La 1133 

ketamina es un agente disociativo de gran uso en la especie porcina ya 1134 

que produce una inmovilización rápida y segura de los animales con la 1135 

mínima depresión cardiovascular (Daş et al., 2016). El agente eutanásico 1136 

utilizado para este protocolo fue el pentobarbital sódico y la 1137 

Difenilhidantoína sódica (Euthanex®), el cual se ha reportado como un 1138 

agente barbitúrico con propiedades hipnóticas y anti convulsivas, y es el 1139 

medicamento de elección para los protocolos de eutanasia ya que se ha 1140 

demostrado que con la dosis adecuada puede provocar la muerte de los 1141 

individuos (Worthington et al., 2022). 1142 

 1143 

1144 
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Toma y manipulación de muestras del sistema digestivo 1145 

 1146 

Para garantizar muestras intestinales de buena calidad es importante 1147 

realizar una toma y procesamiento correcto de los tejidos (Rieger et al., 1148 

2020). Particularmente el sistema digestivo es un tejido muy frágil y su 1149 

morfología se puede alterar por la manipulación excesiva (Itzá-Ortíz et al., 1150 

2018). Adicionalmente los cambios post mortem comienzan 1151 

inmediatamente después de la muerte del animal, por lo que es 1152 

imperativo realizar el muestreo en el menor tiempo posible (Segalés, 1153 

2001). De igual manera retirar el exceso de material orgánico de la luz 1154 

intestinal mejora la calidad del tejido al evitar el roce o presión del mismo 1155 

con la mucosa; para ello se instila agua destilada con una jeringa a través 1156 

de la luz intestinal hasta garantizar la eliminación del contenido. 1157 

Posteriormente se anuda uno de los extremos del fragmento y se aplica 1158 

la solución fijadora en la luz y se anuda el otro extremo para obtener 1159 

finalmente un cilindro que luego se sumerge en la solución fijadora (Itzá-1160 

Ortíz et al., 2018). 1161 

Obtener muestras viables del sistema digestivo es posible, siempre y 1162 

cuando se priorice su abordaje y muestreo durante el acto de necropsia. 1163 

La práctica de necropsia es una herramienta de diagnóstico común en 1164 

medicina veterinaria y se ha propuesto como un ejercicio sistemático y 1165 

ordenado (Küker et al., 2018). Sin embargo, dependiendo del interés 1166 

específico (toma de muestras, necropsia forense, etc) se pueden hacer 1167 

excepciones y realizar una necropsia dirigida de acuerdo al interés del 1168 

profesional (Suckow et al., 2012). En este trabajo se aplicó una 1169 

metodología novedosa que permite priorizar el abordaje del sistema 1170 

digestivo. Dicha metodología consiste en asignar estaciones de trabajo 1171 

que se encargan de un proceso específico; para el caso del sistema 1172 
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digestivo, corresponde a la segunda estación y allí únicamente se accede 1173 

a la cavidad abdominal en busca del tracto digestivo, desde la porción 1174 

distal de esófago hasta la porción final del recto procurando conservar un 1175 

margen de tiempo inferior a los 15 minutos posterior a la muerte del 1176 

animal. Posteriormente se procede al muestreo de acuerdo a lo expuesto 1177 

en la metodología. 1178 

Todo lo anterior, se justifica precisamente en evitar los cambios post 1179 

mortem, ya que estos no solo afectan la morfología tisular, sino también 1180 

la expresión de proteínas constitutivas. Una vez se da la muerte, se 1181 

empieza a comprometer el suministro sanguíneo a los tejidos lo que 1182 

provoca lesiones tisulares agudas que se pueden manifestar como 1183 

degeneración hidrópica, reducción del ATP, daños en la integridad de la 1184 

membrana celular y aumento en los niveles de calcio intracitoplasmático, 1185 

todo esto conduce a la muerte celular y al inicio de la autólisis (auto 1186 

digestión). Estos cambios que marcan el inicio de la descomposición de 1187 

los tejidos incluyen la desnaturalización de proteínas intracelulares, 1188 

ácidos nucleicos, coagulación de proteínas y digestión enzimática del 1189 

núcleo y citoplasma (Wenzlow et al., 2021). 1190 

Una vez garantizado un adecuado muestreo se procede al 1191 

procesamiento de tejidos, dentro del cual, la fijación es el paso más 1192 

crítico. La fijación desnaturaliza las proteínas, haciendo que la célula y 1193 

sus componentes sean resistentes a la autolisis (Suvarna et al., 2012). 1194 

Garantizar una fijación adecuada depende tanto del tiempo, como del 1195 

diámetro del tejido y la cantidad de solución fijadora. Es por esto que de 1196 

acuerdo con Compton et al. (2019) se recomienda utilizar muestras que 1197 

no superen los 5mm de espesor, para garantizar una penetración rápida 1198 

y uniforme de la solución fijadora considerando una velocidad de 1199 

penetración de 1mm por hora a temperatura ambiente. De igual manera, 1200 
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se debe garantizar una relación entre volumen de fijador y tejido de al 1201 

menos 4:1 o preferiblemente 10:1; en cuanto al tiempo se recomienda tan 1202 

inmediato como sea posible posterior a la muerte; por ejemplo, Loomis y 1203 

Alu (2016) sugieren un tiempo menor a 20 minutos entre la muerte y el 1204 

inicio de la fijación. 1205 

A la fecha no existe un marco de tiempo completo entre la muerte y el 1206 

inicio de los cambios post mortem significativos del tejido gastrointestinal 1207 

ya que la mayoría de los estudios se centran en los cambios 1208 

macroscópicos (Brooks, 2016). Sin embargo, Muñoz et al. (1999) 1209 

lograron establecer cambios significativos en la estructura mitocondrial de 1210 

las células del miocardio dentro de los 15 a 45 minutos post mortem. 1211 

1212 
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Métodos y protocolos de fijación de tejidos para inmunofluorescencia 1213 

 1214 

La inmunofluorescencia (IF) es una técnica de inmunohistoquímica que 1215 

utiliza fluoróforos para demostrar la presencia de antígenos celulares en 1216 

los tejidos o el suero (Nithya et al., 2017) (Jalali, 2017). 1217 

Se reconocen cuatro tipos de IF, de ellos la IFD y la IFI son los más 1218 

comunes: la IFD utiliza un solo anticuerpo marcado con un fluoróforo; la 1219 

IFI utilizado dos anticuerpos, el primario (no marcado) se une a la 1220 

molécula de interés y el anticuerpo secundario (marcado con fluoróforo) 1221 

reconoce y se une al anticuerpo primario; adicionalmente se reconoce la 1222 

inmunofluorescencia indirecta con fijación al complemento por sus siglas 1223 

en inglés IIF-CF y la técnica de doble inmunofluorescencia por el método 1224 

indirecto, la cual permite identificar la presencia de dos antígenos 1225 

diferentes en una célula o la identificación de una célula específica en un 1226 

tejido mediante dos anticuerpos marcados con diferentes fluoróforos 1227 

(Betterle & Zanchetta, 2012). Esta última técnica fue la de elección para 1228 

este trabajo, ya que se busca identificar aquellas células que expresan la 1229 

proteína celular de acuerdo a su estadio de maduración (neurona madura 1230 

e inmadura), así como la proteína que refleja su actividad proliferativa 1231 

(actividad del ciclo celular). 1232 

La fijación es un paso preliminar esencial en la IF para prevenir la 1233 

autolisis y preservar la morfología celular conservando la antigenicidad. 1234 

El método de fijación ideal sirve para inmovilizar los antígenos sin alterar 1235 

la arquitectura celular y que, de esta manera, los anticuerpos puedan 1236 

acceder a cualquier componente celular objetivo (Im et al., 2018). Existen 1237 

dos métodos de fijación comúnmente utilizados, el primero y más 1238 

utilizado en la comunidad científica, específicamente en los protocolos de 1239 
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las neurociencias es la fijación con paraformaldehído al 4% por perfusión 1240 

intracardiaca y el segundo es la fijación por inmersión en para 1241 

formaldehído al 4% (Gage et al., 2012; Piña et al., 2022; Spiga et al., 1242 

2011). El método de perfusión intracardiaca está muy bien establecido en 1243 

murinos, pero no en grandes mamíferos (Lu et al., 2023; Musigazi et al., 1244 

2018). Este método utiliza la vasculatura para lograr la administración 1245 

sistémica del fijador en el animal vivo y consiste en anestesiar al animal, 1246 

abrir la pared torácica y exponer el corazón. Luego se inserta una aguja 1247 

en el ventrículo izquierdo para bombear el fijador al circuito sistémico. 1248 

Posteriormente se recolecta el tejido de interés y se coloca en un baño 1249 

fijador. Sin embargo, este método tiene varias desventajas, entre ellas, 1250 

que requiere mucho tiempo, grandes volúmenes de fijador (algunos de 1251 

los cuales se sospecha que son cancerígenos) y una metodología que 1252 

requiere mucha mano de obra y personal especializado (Kasukurthi et al., 1253 

2009). Algunos autores proponen incluso, el uso de dispositivos 1254 

accionados por aire comprimido, sobre todo en mamíferos de talla grande 1255 

(Jonkers et al., 1984).  1256 

Teniendo en cuenta estas desventajas y contemplando el primer objetivo 1257 

específico propuesto, se decidió seleccionar el método de fijación por 1258 

inmersión para estandarizar en fragmentos obtenidos de tejido del 1259 

intestino delgado en porcino, específicamente íleon. Esta porción 1260 

intestinal se seleccionó ya que diversos autores han reportado que es la 1261 

porción del intestino delgado donde se concentra la mayor densidad de 1262 

neuronas con promedios de 6.52 ± 2.31 en el plexo mientérico, versus 1263 

4.40 ± 1.70 y 4.26 ± 1.95 en el yeyuno y el duodeno respectivamente 1264 

(Michel et al., 2022; Mozel & Arciszewski, 2022; Paran et al., 2009). 1265 
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El método de fijación por inmersión contempla un protocolo de recambios 1266 

de las soluciones fijadoras en las que se sumergen los tejidos, así como 1267 

un gradiente de sacarosa que básicamente prepara al tejido para su 1268 

posterior congelación. 1269 

La congelación de tejidos es necesaria para mantener una antigenicidad 1270 

proteínica óptima durante el almacenamiento de los tejidos, y la 1271 

crioprotección con sacarosa se utiliza ampliamente para IHC e IF, ya que 1272 

proporciona una excelente preservación de las estructuras celulares y 1273 

mantiene la antigenicidad de las proteínas, al tiempo que minimiza la 1274 

formación de cristales de hielo durante la congelación de los tejidos 1275 

(Pushie et al., 2020). 1276 

La congelación de tejidos se usa como estrategia para conservar 1277 

volúmenes de muestras que vayan a ser destinadas a un banco de 1278 

tejidos. Este proceso es crucial y se debe garantizar una congelación 1279 

rápida. Para ello, se deben sumergir las muestras en un medio de 1280 

congelación enfriado, como el isopentano, el cual las protege de la 1281 

desecación (Meng et al., 2014; Steu et al., 2008). Steu et al. (2008) 1282 

lograron demostrar que en las muestras congeladas con tratamiento 1283 

previo de isopentano no se observaron artefactos en contraste con otros 1284 

métodos de congelación. 1285 

 1286 

Procesamiento inmunohistoquímica e inmunofluorescencia 1287 

 1288 

La técnica tanto de inmunohistoquímica como de inmunofluorescencia 1289 

puede ser aplicada a tejidos en parafina o a tejidos congelados. Para ello 1290 

se deben realizar cortes al tejido en espesor de micras para poder 1291 
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evaluarlo a través del microscopio. Para el caso de los tejidos congelados 1292 

es preciso utilizar un criostato, que es un micrótomo incluido en una 1293 

cámara de congelación a -20 grados C°; con este criostato se realizan 1294 

varios cortes del tejido, los cuales se posicionan en pozos (Rodríguez 1295 

Quintana & Garzón Rozo, 2021). Usualmente se realizan cortes entre 5 a 1296 

30 um. Teniendo en cuenta que en el ámbito de la investigación se 1297 

procesan varios individuos al tiempo, existe un formato que incluye 1298 

el uso de placas multipocillos o “Multiwell” permitiendo así la aplicación 1299 

de los reactivos a todos los tejidos al mismo tiempo y en el mismo 1300 

experimento (Becker et al., 2018). La técnica que utiliza estos pozos se 1301 

reconoce como” flotación libre”, esta implica la suspensión de las 1302 

secciones de tejido previamente cortadas en una solución de anticuerpos 1303 

(Partida & Walters, 2023). 1304 

Tanto la inmunohistoquímica como la inmunofluorescencia utlizan 1305 

anticuerpos para “marcar “o reconocer las proteínas en un tejido (Magaki 1306 

et al., 2018). Para la evaluación de los componentes del sistema 1307 

nervioso, específicamente neuronas se han reconcoido diversos 1308 

anticuerpos, dependiendo de su estado de maduración, el tipo de 1309 

neurotransmisor que liberen y el tipo de sinapsis (Fernández-Fournier 1310 

et al., 2022). Para el caso de este trabajo se seleccionó NeuN como 1311 

marcador de neuronas maduras (Miller-Rhodes, 2022); en porcinos, las 1312 

descripciones del uso de este marcador son escasas (Ragauskas et al., 1313 

2022; Swier et al., 2020; Schwartz et al., 2005), y específicamente del 1314 

clon  EPR12763 hay tres artículos publicados entre el 2013 y el 2019 , 1315 

dos de ellos incluyen  las descripciones de los protocolos para la técnica 1316 

de IHQ, y el otro describe la técnica para IF, sin embargo, este último 1317 

artículo aplica estos métodos en tejido de hipocampo (Miller et al., 2016; 1318 

Zacharko-Siembida et al., 2013; Wixey et al., 2019). Por otra parte, se 1319 
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utilizó el marcador de proliferación celular Ki67, el cual está ampliamente 1320 

reconocido como un antígeno nuclear asociado a la proliferación que se 1321 

detecta en células en división (fases G1, S, G2 y M) y no en las células 1322 

quiescentes (G0) (Li et al., 2014). 1323 

 1324 

 1325 

 1326 

 1327 

 1328 

1329 
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 1330 

Preparado de membrana 1331 

 1332 

Dado que el SNE está formado por plexos nerviosos tridimensionales que 1333 

se encuentran dentro de las capas de la pared intestinal, los métodos 1334 

rutinarios, como la preparación de criosecciones y cortes incluidos en 1335 

parafina, como los descritos previamente, muestran sólo una parte de las 1336 

secciones y pueden no ser los más adecuados para la evaluación 1337 

histopatológica e interpretación de todo el plexo nervioso (Huang et al., 1338 

2021). En la década de los años 60 se introdujo un método conocido 1339 

como preparación completa (“whole mount”) el cual ha servido para revelar 1340 

las inervaciones intestinales (Gabella, 1971; Gunn, 1968), ya que permite 1341 

una visualización directa y completa en términos de distribución in situ y 1342 

morfología de las células y fibras nerviosas en los ganglios (Han et al., 1343 

2017). 1344 

Para este trabajo se adoptó la metodología de preparación de membrana 1345 

dada la ventaja de poner exponer completamente el plexo mientérico. Sin 1346 

embargo, surgieron dificultades considerables para replicarla de acuerdo 1347 

a la información disponible, ya que las descripciones se realizan 1348 

principalmente en tejidos de murinos (Appleton et al., 2009) y las 1349 

disponibles en porcinos son poco detalladas. 1350 

 1351 

  1352 

1353 
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Capítulo 3. Metodología para el desarrollo de los objetivos específicos. 1597 

Resultados y discusión. 1598 

 1599 

              Diseño metodológico 1600 

Este diseño consta de ocho individuos de la especie porcina cruce 1601 

comercial (C29 x PIC 410), en la etapa productiva de precebo (entre los 1602 

30 a 35 días de edad) a los cuales se les aplicó el protocolo de eutanasia 1603 

y necropsia dirigida al sistema digestivo. Así mismo, se recolectaron 1604 

fragmentos de íleon de los ocho individuos. De estos, se seleccionaron 1605 

dos para la estandarización de las técnicas de inmunohistoquímica y 1606 

preparado de membrana, la mitad de los tejidos de los cuatro individuos 1607 

restantes se conservan en congelación y la otra mitad en solución Buffer 1608 

de PBS + Azida 0.1% y se catalogaron como banco de tejidos, el cual 1609 

queda disponible para la estandarización de nuevos inmunomarcadores 1610 

(Figura 4). 1611 

 1612 
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 1613 

Figura 4 Diseño metodológico para el muestreo. Se seleccionaron 8 individuos de los cuales dos se 1614 
utilizaron para la estandarización de técnicas inmunohistoquímicas. Adicionalmente algunos de los tejidos 1615 
se usaron para una técnica novedosa llamada preparado de membrana que permite la exposición completa 1616 
del plexo mientérico. Los tejidos de los seis individuos restantes reposan en un banco de tejidos, donde 1617 
unos están en congelación y otros en refrigeración con PBS + Azida 0,1%. 1618 

 1619 

 1620 

 1621 
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 1622 

Comité de ética 1623 

 1624 

Este diseño fue presentado al CICUA (comité para el cuidado y uso de 1625 

animales) de la Universidad Visión de las Américas, quienes otorgaron su 1626 

aval en el acta número 51 del año 2022. 1627 

 1628 

 1629 

Eutanasia y necropsia 1630 

 1631 

Para la eutanasia se utilizó como anestésicos una combinación de 1632 

agentes sedantes y disociativos como lo son la azaperona (2mg/kg) y la 1633 

ketamina (4,4mg/kg), ambos de aplicación intramuscular (IM). El agente 1634 

eutanásico utilizado para este protocolo fue el pentobarbital sódico y 1635 

Difenilhidantoína sódica (Euthanex), la dosis de elección para este 1636 

protocolo fue de 78 mg/kg y la vía de administración fue intracardiaca con 1637 

el animal en decúbito lateral izquierdo, procurando ubicar el punto de 1638 

mayor intensidad entre el tercer y quinto espacio intercostal. La duración 1639 

del protocolo es de aproximadamente 10 minutos, conservando un 1640 

margen de 5 a 8 minutos para producir la sedación e insensibilización 1641 

completa y un minuto máximo entre la aplicación del barbitúrico y la 1642 

muerte del individuo. Durante todo el protocolo se realiza monitorización 1643 

constante de los signos vitales y la presencia de reflejos de dolor tanto 1644 

superficiales como profundos.1645 
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 1646 

La técnica de necropsia utilizada, se realizó por estaciones de trabajo. En 1647 

una de ellas se hacía necropsia dirigida únicamente al sistema digestivo. 1648 

Para el caso de este trabajo se utilizó una técnica de necropsia dirigida al 1649 

sistema digestivo procurando no sobrepasar los 15 minutos posterior a la 1650 

muerte del animal. 1651 

Para el abordaje del sistema digestivo, se posiciona al individuo en 1652 

decúbito dorsal y se realiza una incisión en los pliegues axilares e 1653 

inguinales y se desarticula la cabeza del fémur, posteriormente se incide 1654 

la piel por la línea alba desde el mentón hasta el esfínter anal y se 1655 

disecciona toda la musculatura abdominal, esto permite la observación 1656 

del peritoneo, el cual se incide de caudal a craneal por la línea media 1657 

hasta observar las vísceras abdominales; allí se ubica anatómicamente el 1658 

esófago en su porción más caudal y se anuda con nylon o material de 1659 

sutura, así como la porción más caudal del recto y de igual manera se 1660 

anuda para separarlas de la carcasa. Una vez expuestas se localiza el 1661 

ciego y el esfínter ileocecal que corresponde a la unión con el intestino 1662 

delgado y específicamente la porción de interés que es el íleon y se 1663 

anuda en esa ubicación, luego se evalúa el fragmento hacía craneal 1664 

hasta donde sea evidente la membrana ileocecal que determina la 1665 

separación de este fragmento con el yeyuno y se realiza un corte con 1666 

tijeras de tejido. El protocolo de necropsia se adoptó con algunas 1667 

modificaciones del propuesto por De Las Heras Guillamón y De Jalón 1668 

(2008) en su libro guía. (Ver Manual de procedimientos para revisar el 1669 

protocolo con más detalles). 1670 

 1671 
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Toma de muestras 1672 

 1673 

Para este trabajo se utilizó una técnica de toma de muestras adaptada a 1674 

la descrita por Itzá-Ortíz et al. (2018). La cual consiste en instilar solución 1675 

salina en la luz del fragmento y posteriormente anudar un extremo, 1676 

aplicar solución fijadora, anudar el otro extremo y sumergir por completo 1677 

el fragmento en la misma solución (Figura 5). 1678 

 1679 
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 1680 

 1681 

Figura 5 - Toma y manipulación de muestras obtenidas del sistema digestivo. A. Separación del íleon de 1682 

todo el paquete visceral digestivo. B. Lavado con agua destilada de los fragmentos de íleon muestreados. C. 1683 

Medición de los fragmentos de íleon obtenidos. D. Instilación de solución fijadora PFA 4% en la luz de los 1684 

fragmentos obtenidos del íleon. E. Fragmentos de íleon anudados en cada extremo con solución fijadora en su 1685 

interior. F. Inmersión de fragmentos anudados en frascos con PFA 4%. 1686 



 

75 

 

Fijación y congelación de muestras 1687 

 1688 

El protocolo de fijación utilizado en este trabajo consistió en realizar cuatro 1689 

cambios de la solución fijadora. Para ello se utilizó PFA al 4%, el cual se 1690 

preparó como se relata en el manual de procedimientos adjunto, previos 1691 

al muestreo y se conservó en congelación a -20°C. Los cambios se 1692 

realizaron de la siguiente manera, el primero a las 48 horas y luego cada 1693 

24 horas hasta completar 120 horas. Para este procedimiento se sacaba 1694 

el tejido del frasco, se desechaba la solución y se llenaba con PFA 1695 

nuevo, almacenado en congelación a -20 grados y atemperado previo a 1696 

su uso (figura 5). Durante este proceso el frasco con el fijador y los tejidos se 1697 

mantienen a una temperatura de 4°C. 1698 

 1699 

 1700 

 1701 

 1702 

 1703 

 1704 

 1705 

De acuerdo a lo anterior, una vez cumplidas las 120 horas en PFA se 1706 

procede al gradiente de sacarosa, el cual consiste en sumergir el tejido 1707 

en una solución azucarada en agitación; y mínimo cada 24 horas o 1708 

hasta que se hundan los1709 

Figura 6 - Cambios de PFA cada 24 horas hasta completar 96 horas. 



 

76 

 

fragmentos, se incrementa el porcentaje de sacarosa iniciando en 7%, luego 25% y 1710 

finaliza al 30% (Figura 6). 1711 

 1712 

 1713 

 1714 

 1715 

 1716 

 1717 

 1718 

 1719 

 1720 

 1721 

 1722 

 1723 

 1724 

 1725 

 1726 

 1727 

 1728 

 1729 

 1730 

Figura 7 - Gradiente de sacarosa al 7%, 25% y 30%, incrementando su porcentaje cada 24 horas. 

En la parte superior se observa el primer gradiente de sacarosa. Este gradiente consiste en 

sumergir los tejidos en una solución saturada de sacarosa a diferentes concentraciones, la primera 

al 7%, la segunda al 25% y la tercera al 30%, el cambio de solución se da cada 24 horas, los 

tejidos inicialmente flotan en la solución y una vez saturados por la sacarosa se precipitan al fondo 

del frasco. 
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 1731 

Una vez se recuperan los tejidos del gradiente se procede con el proceso 1732 

de congelación, el cual se realiza con una solución crio preservante 1733 

llamada isopentano. Esta sustancia debe ser enfriada previamente con 1734 

hielo seco o nitrógeno líquido, los fragmentos de interés se sumergen en 1735 

este medio y posteriormente se almacenan a -20 grados. 1736 

 1737 

Procesamiento con técnicas de inmunohistoquímica 1738 

 1739 

Los cortes de tejido en criostato por lo general son entre 5 µm a 30 µm, 1740 

sin embargo, para el caso de este trabajo, los cortes se realizaron a 50 1741 

µm teniendo en cuenta la fragilidad del tejido. 1742 

Los fragmentos de tejido utilizados fueron de 1 cm de diámetro, por lo 1743 

tanto, de cada fragmento se podrían obtener hasta 200 cortes. Sin 1744 

embargo, para este trabajo se utilizaron en promedio 20 cortes. 1745 

Para iniciar el proceso de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia se 1746 

realizó un diseño en placas multiwell de la siguiente manera (Figura 8): 1747 
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 1748 

 1749 

 1750 

 1751 

 1752 

 1753 

Figura 8 - Diseño de la placa Multiwell para el procesamiento de IHQ e IF. 
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En este diseño se eligió una placa Multiwell de doce pozos y se destinaron los 1754 

pozos superiores para el procesamiento de IHQ y los seis pozos inferiores 1755 

para el procesamiento de IF. Los pozos marcados como I#1 hacen referencia 1756 

al fragmento de íleon del individuo número 1, los pozos marcados como I#2 1757 

contienen fragmentos de íleon del individuo número 2; los pozos marcados 1758 

como M contienen los fragmentos del preparado de membrana y los últimos 1759 

pozos que están marcados como C- se refieren a los controles negativos. 1760 

Estos últimos son parte fundamental del diseño, ya que sin ellos este carece 1761 

de validez y reproducibilidad (Hewitt et al., 2014). Estos controles negativos 1762 

consisten en la aplicación del anticuerpo secundario con la solución de 1763 

incubación. 1764 

 1765 

Los anticuerpos utilizados en esta ocasión fueron Anti NeuN monoclonal 1766 

de la casa comercial Abcam clon EPR12763 (ab177487) 1:500 como 1767 

marcador de neuronas maduras (Tanaka et al., 2007). Así como el 1768 

Anticuerpo Ki67 Policlonal de la casa comercial Abcam clon SP6 1769 

(ab16667) 1:500 como marcador de proliferación celular (Krishnan et al., 1770 

2022). 1771 

El protocolo para la IF inicia con la incubación en cloruro de amonio 1772 

(NH4CL). Posteriormente se realizan tres lavados con PB 0.1M Se 1773 

continua con la preincubación con solución tampón fosfato (PB) 0.1M, 1774 

0,3% TRITON x-100, 1% BSA, luego se incuba con el anticuerpo primario 1775 

a una concentración de 1:500 tanto para NeuN como Ki67, 1776 

posteriormente se aplica el anticuerpo secundario a una concentración de 1777 

1:700 y se adiciona el colorante fluorescente de ADN Hoechst en una 1778 

relación de 1:10000. Para el montaje se seleccionan láminas 1779 

gelatinizadas donde se posicionan los tejidos con ayuda de un pincel y se 1780 

sellan con laminillas cubre objetos y gel Mount®.1781 
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 1782 

Preparado de membrana 1783 

 1784 

Para este trabajo se realizaron varios ensayos (cinco en total) en los 1785 

cuales se quería encontrar la manera más efectiva de realizar una 1786 

disección de la túnica muscular longitudinal externa, sobre la cual reposa 1787 

el plexo mientérico. Para ello se utilizaron primero tejidos de prueba de 1788 

individuos que anteriormente habían ingresado al servicio de necropsia 1789 

del Laboratorio de Patología Animal de la Universidad de Antioquia, y a 1790 

los cuales se les aplicó la misma técnica de muestreo previamente 1791 

relatada. Adicionalmente se utilizó un estereomicroscopio Carl Zeiss DV4 1792 

con luz LED y un kit de disección de entomología con pinzas rectas y 1793 

curvas de microdisección. Para el abordaje se inicia la disección por la 1794 

capa más externa del fragmento, es decir la serosa, una vez retirada por 1795 

completo se presiona el fragmento contra la mucosa y se observará 1796 

como la túnica muscular se arruga en el eje longitudinal, allí se pellizca 1797 

con una pinza uno de los extremos del fragmento donde se observará la 1798 

separación entre ambas túnicas musculares y se empieza a halar 1799 

lentamente hacia arriba la túnica más externa separándose del resto del 1800 

fragmento (Ver anexo). 1801 
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 1802 

Resultados 1803 

 1804 

Estandarización de la técnica de fijación por inmersión 1805 

 1806 

En este trabajo se obtuvieron muestras de muy buena calidad histológica 1807 

con el protocolo de muestreo y fijación implementado. Esto se determinó 1808 

por la ausencia de cambios post mortem en el tejido evaluado. Utilizar 1809 

este protocolo respetando los tiempos de muestreo, la manipulación de 1810 

los tejidos y la fijación utilizada demostró ser fundamental para garantizar 1811 

la integridad y calidad de las muestras obtenidas, esto permite un análisis 1812 

preciso y fiable en investigaciones posteriores, tanto histológicas como 1813 

morfométricas. 1814 

En la figura 9 se presenta las muestras obtenidas, en ellas se puede apreciar 1815 

la integridad de los componentes tisulares, el adecuado contraste entre 1816 

núcleos y citoplasmas y la ausencia de contaminación bacteriana. En la figura  1817 

9 se resalta de igual manera la integridad de los componentes del plexo 1818 

mientérico (especialmente neuronas).1819 

Figura 9 - Imágenes histológicas del íleon porcino con coloración H&E. A. Porción del íleon con 

todas sus capas histológicas (mucosa a serosa, de izquierda a derecha) con aumento de 100X en 

microscopio Olympus CX43. B. Ganglio del plexo mientérico (ovalo con línea punteada) donde se 

observan núcleos y cuerpos neuronales con aumento de 400X en microscopio Olympus CX43. 

A  B  100X 400X 
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Estandarización de técnicas de inmunohistoquímica 1820 

 1821 

Con respecto a estos resultados es importante aclarar que la 1822 

inmunohistoquímica engloba ambos inmunoensayos, el ensayo con 1823 

fluorocromos conocido como inmunofluorescencia (IF) y otro con el 1824 

complejo avidina-biotina (ABC). 1825 

Con la técnica de inmunofluorescencia se obtuvieron imágenes con una 1826 

calidad de marcación óptima y aceptable para análisis, observando una 1827 

mínima cantidad de interferencias. Esto se logró con la técnica de fijación 1828 

por inmersión y el protocolo de Inmunofluorescencia previamente 1829 

descrito. La meticulosa aplicación de este protocolo como se expuso 1830 

previamente logró preservar la integridad estructural de las muestras, lo 1831 

que permite la correcta interacción antígeno- anticuerpo para así evitar 1832 

señales fluorescentes equivocadas, auto fluorescencia o excesivo ruido 1833 

de fondo. 1834 

En la figura 10 se puede apreciar un preparado de inmunofluorescencia 1835 

correspondiente a un fragmento obtenido del íleon de un porcino. Allí se 1836 

muestra en el lado izquierdo (A) el control negativo, en él se observan núcleos 1837 

azules inmunomarcados con la tinción fluorescente de ADN Hoechst 1838 

(Bucevičius et al., 2018); y en el lado derecho (B) corresponde al arreglo de 1839 

inmunofluorescencia con los dos marcadores utilizados (comarcaje) NeuN y 1840 

Ki67. Es importante resaltar de estas imagenes que se observa escaso “ruido 1841 

de fondo” o interferencias y los componentes celulares se pueden evaluar sin 1842 

ningún inconveniente. La imagen B hace referencia a la lámina propia del 1843 

tejido, indicando la presencia de células NeuN positivas, así como Ki67 1844 

positivas, estás últimas asociadas a las células epiteliales glandulares. 1845 

 1846 
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 1847 

 1848 

 1849 

 1850 

 1851 

 1852 

 1853 

 1854 

 1855 

 1856 

La figura 11 está contextualizada en el plexo mientérico y en ella se ilustra 1857 

en el lado izquierdo (A) el control de este arreglo y en el lado derecho (B) 1858 

comarcaje de NeuN y Ki67, con células NeuN positivas que se reconocen 1859 

por el color verde en sus citoplasmas (flechas verdes), en este arreglo no 1860 

se observó marcación positiva para Ki67. 1861 

 1862 

 1863 

 1864 

 1865 

 1866 

 1867 

 1868 

 1869 

Figura 10 - Imagen del revelado inmunofluorescente 600X. La imagen marcada como A corresponde al 

control negativo del arreglo de marcadores con núcleos teñidos con el colorante Hoechst azul (flechas 

azules). La imagen marcada con B corresponde a la unión (merge) de los tres filtros de color del 

preparado de inmunofluorescencia con los marcadores NeuN1 (verde, flechas verdes) y Ki67 (rojo, 

flechas rojas). 

A B 
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 1870 

 1871 

 1872 

 1873 

 1874 

 1875 

 1876 

 1877 

 1878 

 1879 

 1880 

 1881 

 1882 

 1883 

 1884 

Con la técnica de inmunohistoquímica se realizaron dos ensayos, uno 1885 

con tejidos de 30 um de grosor y otra con tejidos de 50 um de grosor. 1886 

Para ambos ensayos se utilizaron los marcadores Ki67 y NeuN1. Sin 1887 

embargo, no se logró una marcación satisfactoria ya que al observar las 1888 

placas con el microscopio óptico no se evidenció marcación positiva a los 1889 

anticuerpos empleados. Con los fragmentos de tejido a 30 um de espesor, 1890 

los tejidos exhibían rasgaduras y en algunas áreas estaban sobrepuestos, 1891 

faltando algunos de sus componentes, entre ellos fragmentos de las 1892 

túnicas musculares. Esto último limita en gran medida la interpretación ya 1893 

que el tejido disponible para evaluar es muy escaso. En estos ensayos se 1894 

incluyó un control positivo y uno negativo utilizando el tejido del 1895 

hipocampo de los mismos individuos. 1896 

A B 

Figura 11 - Arreglo inmunofluorescente 600X. En la figura A. Control plexo mientérico, núcleos marcados con Hoechst 

(flechas azules). Figura B. Plexo mientérico comarcaje NeuN (verde) y Ki67 (rojo). En esta imagen solo se observa 

positividad para NeuN, esta se expresa en el citoplasma de las células presentes en el tejido. 
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 1897 

Preparado de membrana 1898 

 1899 

Los componentes del plexo mientérico (neuronas y células gliales) 1900 

pueden ser evaluados bien sea en fragmentos sumergidos en bloques de 1901 

parafina o en preparados completos o “preparado de membrana” como 1902 

se ha denominado. La estandarización de esta técnica se sometió a 1903 

coloración con azul de toluidina para evaluar la correcta exposición del 1904 

plexo mientérico y se realizó un registro fotográfico que expuso los 1905 

cuerpos neuronales dispuestos en ganglios. En la figura 12 se observa 1906 

una fotografía de un preparado de membrana con la coloración de azul 1907 

de toluidina visualizada en un microscopio Olympus CX33 en un aumento 1908 

de 400X. De derecha a izquierda se observa como con cada ensayo se 1909 

logra exponer mucho mejor los cuerpos neuronales (flechas blancas). 1910 

 1911 

 1912 

 1913 

 1914 

 1915 

 1916 

 1917 

 1918 

 1919 

 1920 
Figura 12 - Preparado de membrana con azul de toluidina, microscopio Olympus CX33 400X. Cuerpos neuronales 

(flechas blancas) 
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 1921 

Productos adicionales 1922 

Gracias al muestreo realizado para este trabajo se logró generar un 1923 

banco de tejidos, de los cuales unos fragmentos se encuentran 1924 

preservados en congelación y otros se encuentran en una solución de PB 1925 

+ Azida 1%, esta última se utiliza para garantizar su adecuado 1926 

almacenamiento y evitar su contaminación. Todo el diseño metodológico 1927 

en cuestión de protocolos y aplicación de técnicas servirá de insumo para 1928 

algunos de los objetivos del proyecto que se plantea en el marco de la 1929 

convocatoria 890 de Min ciencias con código de registro 82501 titulado: 1930 

“Efecto del enriquecimiento sensorial, con estímulos musicales sobre 1931 

respuestas emocionales, fisiológicas, neuroendocrinas y bienestar en 1932 

cerdos en producción". De igual manera servirá para futuras 1933 

investigaciones que quieran replicar estas evaluaciones en porcinos con 1934 

otros enfoques. 1935 

. 1936 

 1937 
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Discusión 1938 

Fijación por inmersión 1939 

Para este trabajo se había planteado en el objetivo específico número 1940 

uno, estandarizar la técnica de fijación por inmersión. El planteamiento de 1941 

este objetivo nació de una dificultad metodológica que surgió cuando se 1942 

decidió hacer la evaluación de los componentes celulares del plexo 1943 

mientérico mediante métodos inmunohistoquímicos. 1944 

Teniendo en cuenta la información recolectada en este trabajo y 1945 

contrastándola con la investigación de Kasukurthi et al. (2009) es posible 1946 

reconocer la técnica de fijación por inmersión como válida para la 1947 

evaluación de componentes del plexo mientérico en porcinos con 1948 

técnicas histológicas e inmunohistoquímicas, superando así la dificultad 1949 

metodológica previamente expuesta 1950 

Si bien el método de fijación por perfusión es el más recomendado para 1951 

obtener una buena calidad de muestra con el mínimo de alteraciones 1952 

(Piña et al., 2022), autores como Kasukurthi et al. (2009) han demostrado 1953 

en investigaciones previas que no existen diferencias histológicas o 1954 

morfométricas significativas entre ambos métodos. 1955 

Realizando una comparación entre ambas técnicas se pudo identificar 1956 

diferentes puntos que favorecen el uso de la técnica de fijación por 1957 

inmersión, no solo por las características de los tejidos sometidos a esta 1958 

técnica, sino también por las condiciones de seguridad al manipular este 1959 

tipo de reactivos en los que se ha reportado un potencial cancerígeno 1960 

(Duarte, 2015). Para ello se realizó un cuadro comparativo que expone y 1961 

compara el método de perfusión y el método de inmersión (Tabla 3). 1962 
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 1963 

 1964 

Tabla 3 - Tabla comparativa del método de fijación por perfusión e inmersión 1965 

 1966 

1967 



 

89 

 

Estandarización de técnicas de inmunohistoquímica 1968 

 1969 

La inmunopositividad con la técnica de inmunofluorescencia observada 1970 

con el clon EPR12763 del marcador NeuN en porcinos para la evaluación 1971 

del plexo mientérico representa un avance significativo en la 1972 

caracterización celular de dicha región anatómica y contribuye al soporte 1973 

bibliográfico que utilizan las casas comerciales para ampliar o favorecer el 1974 

uso de un anticuerpo en diferentes especies. Sobre todo, si se considera 1975 

la escasa información en la literatura sobre el uso de este clon como 1976 

marcador de neuronas maduras (Wixey et al., 2019) (Zacharko-Siembida 1977 

et al., 2013) (Miller et al., 2016).  1978 

En el plexo mientérico de los tejidos evaluados se observó marcación 1979 

citoplasmática positiva a NeuN1, el cual es un marcador de neuronas 1980 

maduras para el que se ha reportado un patrón principalmente nuclear. 1981 

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la mayoría de las 1982 

descripciones de la positividad de estos marcadores se centran en el SNC 1983 

y poco se ha descrito sobre la inmunoreactividad en el sistema nervioso 1984 

periférico. A pesar de esto, existen algunas descripciones como las de 1985 

Gershon y Margolis (2021) y Van Nassauw et al. (2005) en las que se 1986 

reporta la expresión citoplasmática de esta estirpe celular tanto en SNC 1987 

como en SNP. Se ha debatido la presencia de dos isoformas de la 1988 

proteína NeuN (46 y 48 kDa), predominando la isoforma 46 kDa en el 1989 

núcleo y la isoforma 48 kDa presente a nivel citoplasmático (Gusel’nikova 1990 

& Korzhevskiy, 2015). Autores como Van Nassauw et al. (2005) 1991 

relacionan el patrón de marcación citoplasmático a NeuN1 en neuronas 1992 

del tracto gastrointestinal de conejillos de indias, con neuronas aferentes 1993 

primarias intrínsecas, las cuales comprenden un grupo importante de 1994 

neuronas mecano-sensoriales para el control neural primario de la 1995 
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motilidad gastrointestinal y de igual manera responden a cambios en el 1996 

contenido químico de la luz intestinal, y a la tensión de la pared intestinal 1997 

(Liao et al., 2020).  1998 

La ausencia de registros previos del empleo del marcador NeuN en el 1999 

plexo mientérico en la especie porcina resaltaba la necesidad de explorar 2000 

y validar su utilidad en este contexto particular. La detección de 2001 

inmunopositividad en el tejido porcino proporciona una valiosa 2002 

herramienta para futuras investigaciones que busquen entender con 2003 

mayor precisión la composición celular del plexo mientérico en esta 2004 

especie. Este hallazgo no solo amplía el repertorio de marcadores 2005 

disponibles para estudios específicos en porcinos, sino que también 2006 

contribuye a la estandarización de técnicas inmunohistoquímicas 2007 

aplicadas a la evaluación del sistema nervioso entérico en esta especie. 2008 

Es importante destacar que la incorporación del marcador NeuN en 2009 

porcinos abre nuevas perspectivas para investigaciones funcionales y 2010 

comparativas, permitiendo una mejor comprensión de las características 2011 

neurales en el contexto del sistema digestivo de esta especie. Estos 2012 

resultados tienen implicaciones prácticas relevantes en campos como la 2013 

biomedicina y la producción animal, teniendo en cuenta la importancia del 2014 

SNE en la salud intestinal y la salud en general. 2015 

De igual manera, es importante resaltar que como resultado adicional se 2016 

observaron células NeuN positivas en la lámina propia. En esta ubicación 2017 

histológica específica, solo han sido reportadas células gliales 2018 

(Kabouridis et al., 2015) (Liu & Yang, 2022). Este hallazgo se puede 2019 

contrastar con lo relatado por Гусельникова y Korzhevskiy (2015), 2020 

quienes aseguran que este marcador no es expresado únicamente por 2021 

neuronas y que se han visto células positivas a Proteína Ácida Fibrilar 2022 

Glial (GFAP), una proteína específica de células de la astroglia, lo que 2023 
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puede sugerir que esta población NeuN positiva en dicha ubicación 2024 

histológica pertenece a una población de células gliales de la mucosa. 2025 

Por otra parte, autores como De Ceglia et al. (2023) han reportado 2026 

astrocitos con expresión de maquinaria de tipo sináptico, lo que sugiere 2027 

una población celular “hibrida”. Sin embargo, todas esta son posibles 2028 

hipótesis que requieren un abordaje amplio en términos de realizar nuevos 2029 

arreglos inmunofluorescentes con otros marcadores como GFAP para 2030 

confirmar su estirpe de células gliales o complementar con otros 2031 

marcadores que permitan realizar una aproximación a su origen. 2032 

Con respecto al marcador Ki67, con la técnica de IF se observaron 2033 

células positivas asociadas a la mucosa (lámina propia y glándulas) de 2034 

los fragmentos de íleon evaluados. Este hallazgo y en concordancia con 2035 

la literatura puede ser interpretado como procesos proliferativos 2036 

asociados a la lámina epitelial. En el intestino delgado, la lámina epitelial 2037 

se renueva constantemente y para ello existe un compartimiento con 2038 

células madre intestinales que se duplican produciendo una población 2039 

transitoria de células progenitoras. Estas células se encuentran en unas 2040 

invaginaciones del epitelio conocidas como criptas de Lieberkuhn y 2041 

migran de manera ascendente hacía el epitelio superficial 2042 

diferenciándose en células caliciformes, endocrinas y enterocitos (Rao & 2043 

Wang, 2011) (Kong wt al., 2018). En este sentido, son células 2044 

metabólicamente activas que pueden encontrarse en diferentes estadios 2045 

de proliferación y por lo tanto pueden expresar marcación positiva a Ki67, 2046 

tal como se observó en este estudio. Sin embargo, en el plexo mientérico 2047 

en particular no se observaron células positivas a Ki67 o comarcadas con 2048 

Ki67 y NeuN1. De esta observación, se podría considerar que las células 2049 

evaluadas podrían encontrarse en una fase G0, G1 e incluso en una 2050 

transición entre la fase G1 y la fase S del ciclo celular, teniendo en 2051 
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cuenta las observaciones realizadas por Miller et al. (2018). La fase G0 o 2052 

GAP 0 del ciclo celular es un estadio en el que las células no sintetizan 2053 

ADN ni realizan división celular, aunque siguen desempeñando diversas 2054 

funciones relacionadas con su metabolismo (Stallaert et al., 2022). A este 2055 

ciclo en particular, históricamente se le ha atribuido la ausencia de 2056 

inmunoreactividad al anticuerpo Ki67. Sin embargo, autores como Miller 2057 

et al. (2018) y Uxa et al. (2021) han demostrado que células en fase G1 o 2058 

en la transición de G1 a S pueden no expresar o expresar débilmente 2059 

inmunoreactividad a Ki67, teniendo en cuenta que esta proteína se 2060 

degrada continuamente durante las fases G0 y G1 y que en la transición 2061 

a S están presentes en niveles mínimos, además proponen una variación 2062 

y es que en algunas células en las que el periodo de inactividad o fase 2063 

G0 fue muy prolongado, esta proteína puede ser indetectable. 2064 

La ausencia de marcación para la técnica de inmunohistoquímica con el 2065 

complejo ABC se constató comparando los fragmentos de estudio con los 2066 

controles usados. El protocolo utilizado en este caso, como ya se ha 2067 

explicado, consistió en sumergir los tejidos congelados en las soluciones 2068 

incubadoras y en los anticuerpos. Sin embargo, existe otra técnica que 2069 

utiliza tejido embebidos en parafina y por lo general se usa una tinción 2070 

contraste de hematoxilina que tiñe los núcleos. Ante la ausencia de 2071 

positividad en los tejidos congelados se han iniciado una serie de 2072 

ensayos con los tejidos preservados en PB+ Azida al 1%, incluyéndolos 2073 

en parafina y aplicando el método convencional de IHQ con el contraste 2074 

de hematoxilina. A la fecha se han realizado tres ensayos con los 2075 

anticuerpos S100, HuC/HuD y Ki67 en diferentes concentraciones para 2076 

identificar en cual de ellos se obtiene una intensidad de marcación 2077 

adecuada. Estas observaciones se utilizarán para futuras 2078 

investigaciones. 2079 
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Preparado de membrana en tejidos de la especie porcina 2080 

 2081 

La estandarización del preparado de membrana en tejidos de íleon en 2082 

porcinos constituye un logro significativo en el marco de esta 2083 

investigación. Primero porque las descripciones disponibles hasta ahora 2084 

en la literatura se centran en murinos, mientras que en porcinos son poco 2085 

detalladas, además la posibilidad de reproducirlas es baja (Paran et al., 2086 

2009), segundo porque lograr visualizarlas gracias a la coloración 2087 

especial de azul de toluidina de acuerdo con los resultados expuestos por 2088 

Luo et al. (2014) permite garantizar una técnica relativamente sencilla y 2089 

económica para evaluar la densidad neuronal en plexos mientéricos. 2090 

Tener disponible esta técnica de evaluación del plexo mientérico 2091 

garantiza una aproximación accesible y reproducible. Poder documentar 2092 

un paso a paso en este proceso garantiza la posibilidad de realizar 2093 

análisis comparativos futuros y asegurar la validez de los hallazgos 2094 

resultantes. 2095 

Cabe destacar que la estandarización exitosa de este procedimiento no 2096 

solo beneficia el presente estudio, sino que también sienta las bases 2097 

para investigaciones futuras que utilicen la misma metodología. 2098 

En conclusión, el trabajo realizado ha permitido avanzar 2099 

significativamente en la estandarización de técnicas clave para la 2100 

evaluación histológica e inmunohistoquímica del plexo mientérico en 2101 

porcinos.  2102 

La técnica de fijación por inmersión ha demostrado ser una alternativa 2103 

viable al método de fijación por perfusión, no solo por la calidad de las 2104 

muestras obtenidas, sino también por las ventajas en términos de 2105 

seguridad en el manejo de los reactivos.  2106 



 

94 

 

Además, la introducción y validación del marcador NeuN en el plexo 2107 

mientérico porcino representa un avance importante, ampliando las 2108 

herramientas disponibles para la caracterización de las neuronas en el 2109 

sistema nervioso entérico. Los hallazgos obtenidos no solo contribuyen a 2110 

la comprensión de la composición celular de esta región anatómica, sino 2111 

que también abren nuevas perspectivas para investigaciones funcionales 2112 

y comparativas. 2113 

La estandarización del preparado de membrana y la implementación de 2114 

la tinción de azul de toluidina en los tejidos de íleon también han sido 2115 

logros significativos, garantizando una metodología accesible y 2116 

reproducible para evaluar la densidad neuronal en los plexos mientéricos, 2117 

lo cual facilitará futuras investigaciones comparativas. 2118 

En resumen, los avances logrados en este estudio no solo resuelven 2119 

dificultades metodológicas previas, sino que establecen un marco sólido 2120 

para la exploración y caracterización del sistema nervioso entérico en 2121 

porcinos, contribuyendo tanto al conocimiento básico como a la 2122 

aplicación de estas técnicas en la biomedicina y la producción animal. 2123 

 2124 

 2125 
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Conclusiones generales 2256 

 2257 

La metodología empleada en esta investigación, basada en el 2258 

trabajo por estaciones, la priorización de la extracción de los 2259 

órganos del sistema digestivo durante la necropsia, junto con la 2260 

aplicación de condiciones de fijación y preservación adecuadas en 2261 

un tiempo inferior a 15 minutos post-mortem, resultó en la 2262 

prevención de cambios post-mortem y garantizó una buena calidad 2263 

de las muestras obtenidas para los análisis posteriores. Asimismo, 2264 

se logró estandarizar la técnica de fijación por inmersión del íleon 2265 

porcino, lo que permitió obtener tejidos de calidad óptima para los 2266 

análisis histológicos, morfométricos, histoquímicos e 2267 

inmunofluorescentes. Además, se validó el uso del preparado de 2268 

membrana como una técnica eficaz para exponer las neuronas del 2269 

plexo mientérico, lo que posibilitó su evaluación directa. Uno de los 2270 

hallazgos más relevantes de este estudio fue la identificación de 2271 

células inmunomarcadas con el anticuerpo NeuN1 en la lámina 2272 

propia, células que no habían sido previamente reportadas en 2273 

mamíferos. Finalmente, se estandarizaron métodos para evaluar los 2274 

componentes del sistema nervioso entérico en porcinos, que como 2275 

producto de apropiación social del conocimiento fueron 2276 

documentados en un manual de procedimientos, proporcionando 2277 

información y pautas de trabajo para futuras investigaciones en este 2278 

campo. 2279 

 2280 

 2281 

 2282 



 

                                                             

 

102 

 

Anexos 2283 
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