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1. Titulo

Estudio del efecto del tamafio de particulas de la dieta en las caracteristicas

histoquimicas de las células caliciformes intestinales de los cuyes.



2. Resumen

La produccion de cuy en nuestro pais es abundante, por ello, se busca mejorar las
técnicas de manejo y alimentacion para mejorar los pardmetros productivos y la salud intestinal
de los animales. A partir de ello, se evalud el efecto del tamafio de las particulas de la dieta en
las caracteristicas histoquimicas de las células caliciformes intestinales de los cuyes, mediante
la seleccidn de 30 cuyes hembras, tipo Al de 15 dias de vida destetados y de forma aleatoria se
los ubico en tres grupos experimentales de 10 animales cada uno. Se aplicaron tres dietas
experimentales con diferentes tamafios de particula, el grupo 1 tuvo una alimentacion con
particulas finas, para el grupo 2 la particula fue mediana y para el grupo 3 la dieta contenia
particulas gruesas. Los cuyes fueron alimentados durante 10 dias, luego fueron sacrificados y
se tomo una muestra de intestino medio (yeyuno) de cada uno para su respectivo procesamiento
y tincion. Obtenidas las tinciones se realizd conteo de células caliciformes presentes en
vellosidades y criptas intestinales, a partir de la tincion de PAS — Periodic Acid Schiff se
cuantificd las células caliciformes con mucinas neutras, con la tincion 1% Alcian blue, pH 2.5
aquellas con mucina acida y con la tincion 1% Alcian blue, pH 1 las que contenian
sulfomucinas. Se registré que a medida que disminuye la particula, se produce un aumento en
la concentracion de células caliciformes productoras de mucina neutra (p=0,022) y una
tendencia a aumentar en las secretoras de mucina éacida (p=0.068) ambas a nivel de las
vellosidades en cuyes alimentados con una dieta compuesta de particulas finas en relacion a los
alimentados con particulas medianas y gruesas. Por tanto, se concluye que el tamafio de
particulas de la dieta influye en las caracteristicas histoquimicas de las células caliciformes
intestinales de los cuyes.

Palabras clave: cuyes, células caliciformes intestinales, mucinas, tamafio de particulas,

vellosidades, criptas.



Abstract

The production of guinea pig in our country is abundant, therefore, we seek to improve
management and feeding techniques to improve the productive parameters and the health of the
animals. From this, the effect of the size of the dietary particles on the histochemical
characteristics of the intestinal goblet cells of the guinea pigs was evaluated, by selecting 30
female guinea pigs, type Al, 15 days old, weaned and randomly. They were placed in three
experimental groups of 10 animals each. Three experimental diets with different particle sizes
were applied, group 1 had a diet with fine particles, for group 2 the particle was medium and
for group 3 the diet contained coarse particles greater. The guinea pigs were fed for 10 days,
then they were sacrificed and a sample of the midgut (jejunum) was taken from each one for
their respective processing and staining. Once the stains were obtained, the goblet cells present
in villi and intestinal crypts were counted. From the PAS — Periodic Acid Schiff stain, the goblet
cells with neutral mucins were quantified, with the 1% Alcian blue stain, pH 2.5, those with
acidic mucin, and with the 1% Alcian blue stain, pH 1 those that contained sulfomucins. The
results were subjected to an analysis of variance using the SAS mixed procedure. It was
recorded that as the particle decreases, there is an increase in the concentration of goblet cells
that produce neutral mucin (p=0.022) and a tendency to increase in those that secrete acidic
mucin (p=0.068), both at the level of the villi in guinea pigs fed with a diet composed of fine
particles in relation to those fed with medium and coarse particles. Therefore, it is concluded
that the particle size of the diet influences the histochemical characteristics of the intestinal

goblet cells of guinea pigs.

Keywords: guinea pigs, intestinal goblet cells, mucins, particle size, villi, crypts.



3. Introduccién

El cuy (Cavia porcellus) es un animal criado con fines de experimentacion y
produccidn de carne. Su maximo rendimiento a nivel mundial se evidencia en Ameérica del
Sur, Africa y Asia y en Latinoamérica Pert, Bolivia y Ecuador. En nuestro pais, la region
Andina encabeza la produccion de cuy debido a su alto contenido proteico, bajo costo de
produccidn, rapida reproduccion, gran tamafio de la camada y su adaptabilidad a una amplia
gama de climas (Remache et al., 2016; Reyes Silva et al., 2021; Sanchez-Macias et al.,
2018). La produccion de cuyes es la principal fuente de ingresos econémicos y de consumo
en las familias ecuatorianas, sobre todo en las que se encuentran en el area rural (Avilés et
al., 2014; Reyes Silva et al., 2021).

Los requerimientos nutricionales del cuy implican una mayor ingesta de fibra,
nutrientes, minerales y vitaminas, ya que principalmente estos le proporcionan energia y
mejoran el incremento de su peso y su rentabilidad (Reyes Silva et al., 2021). La base de la
alimentacion tiende a ser los forrajes, aun asi, puede suplementarse con el uso de
concentrado o dieta granulada para obtener mayor peso al sacrificio (Sanchez-Macias et al.,
2018).

La dieta influye en la salud intestinal, la cual es esencial para mantener y mejorar
los procesos de digestion y absorcién producidos a nivel del intestino delgado. Asi mismo
en el funcionamiento celular y mucoso del tracto gastrointestinal (TGI). De esta manera, se
ha determinado que la dieta altera la integridad celular por lo que los procesos de lubricacion
del alimento y proteccién inmunoldgica se ven directamente afectados (Al-Saffar y Hameed
Nasif, 2019; Chater et al., 2015; Cornick et al., 2015).

No existen estudios centrados en determinar si el tamafio de particulas incide en el
namero de células caliciformes del epitelio intestinal en cuyes. Sin embargo, si se sabe que
la restriccion de fibra en la dieta reduce su nimero y la inclusion de distintos tipos de fibra
aumenta su namero. Por otro lado, también se conoce que la microbiota y los gérmenes
presentes en el intestino afectan el nimero de las células caliciformes y el tipo de mucina
que poseen (Al-Saffar y Hameed Nasif, 2019; Chater et al., 2015; Cornick et al., 2015).

El numero de células caliciformes en el epitelio intestinal es importante ya que este
tipo de células mantienen la barrera de este epitelio y para ello secretan moco y producen

distintos tipos de mucina que mantienen la barrera mucosa, asi como también envian



moléculas mensajeras desde el epitelio intestinal hasta las células inmunitarias, facilitando
y potenciando la respuesta inmunitaria. Sumado a esto, debido a la integridad del epitelio
intestinal, se mejora la digestion y absorcion de nutrientes, por lo que se obtienen mejores

ganancias de peso (Chende et al., 2022; Gustafsson et al., 2021).

Este estudio se enfoca principalmente en obtener una dieta que potencie el nimero
de células caliciformes del epitelio intestinal ya que esto permitird aprovechar en mayor
medida su capacidad para proteger al organismo frente a distintos patégenos. Asimismo,
facilitard la absorcion de nutrientes necesarios para los cuyes. De esta manera, el resultado
del estudio les facilitard a los productores considerar una nueva perspectiva en la
formulacion de dietas considerando el tamafio de particula de la misma, la cual también les
ayudara a mejorar el sistema inmunitario y mayor aprovechamiento de nutrientes del
alimento, por lo que en base a estas consideraciones tendran menores costos de produccion
y mejores ganancias en la crianza de cuyes. En base a esto, se propuso evaluar el efecto del
tamafo de las particulas de la dieta en las caracteristicas histoquimicas de las células

caliciformes intestinales de los cuyes y se fijaron los siguientes objetivos especificos:

e Determinar el efecto del tamafio de particulas de las dietas de cuyes en la
concentracion de mucinas acidas del epitelio del intestino medio.
e Relacionar el tamafio de particulas de la dieta con la concentracion de células

caliciformes que producen mucinas neutras del epitelio intestinal.



4. Marco Tedrico

4.1.Anatomia Digestiva

El cuy (Cavia porcellus) es un monogastricos fermentador postgastrico, su sistema
digestivo comienza con la cavidad oral y culmina con el ano. No posee bolsas en las mejillas
como los demas roedores, ya que su lengua cubre la mayoria de su cavidad oral y la faringe
oral. Su estdmago es completamente glandular, en el intestino delgado no se puede diferenciar
duodeno (10-12 cm), yeyuno (95 cm) e ileon (10 cm) y posee un ciego grande (70-75 cm). A
raiz de esto, el tiempo de vaciado gastrico rodea las 2 h y el cecal es muy lento, por lo que el
transito gastrointestinal dura al menos 20 h y con la coprofagia alrededor de 60-70 h (Grant,
2014; Hargaden & Singer, 2012; Shomer et al., 2015).

Las diferencias entre los intestinos delgado y grueso radican en la estructura de la
mucosa, la digestion y absorcion y la inmunidad. La mucosa del intestino delgado esta
especializada para absorber nutrientes, mientras que la del intestino grueso para evitar la
invasion de microorganismos. A su vez, los microorganismos en estas estructuras son
esenciales para reglar la funcidn intestinal, sin embargo, su distribucion es afectada por la dieta
(Tang et al., 2022).

4.2.Mucosa Intestinal

La integridad de la mucosa es esencial para determinar el estado de salud del epitelio
intestinal. Asi, las vellosidades mas altas y gran profundidad de cripta significan viabilidad del
epitelio, mientras que las vellosidades cortas y criptas grandes significan malestar en el

tractogastrointestinal, que inducen a una mala absorcion de nutrientes (Bornaei et al., 2022).

Las enfermedades entéricas son un grave problema, sobre todo en animales destetados, por lo
que es esencial buscar alternativas para mejorar la salud intestinal. De esta manera, el sistema
digestivo debe absorber los nutrientes de los alimentos y para ello, debe distinguir entre

nutrientes y microorganismos patdgenos y no patégenos (Fortun-Lamothe & Boullier, 2007).

El intestino delgado tiene varias modificaciones de la mucosa y submucosa, por lo que
contiene pliegues circulares, vellosidades y microvellosidades largas y numerosas en duodeno,
yeyuno e ileon. Asi mismo se evidencia invaginaciones de la mucosa, las cuales se extienden
desde las bases de las vellosidades hasta la lamina propia, denominadas criptas de Lieberkihn.

Sumado a esto, también esta integrado por diferentes tipos de células, tales como las células



caliciformes, las células de Paneth y las células enteroenddcrinas, encargadas de regular la
proteccion y funcion digestiva del epitelio (Chater et al., 2015; Delbaere et al., 2023).

El intestino delgado esta estructurado por cuatro capas descritas a continuacion:

a) Capa interna o tunica mucosa: Es la mas interna a la luz intestinal.
Esta formada por el epitelio, la lamina propia y la muscularis mucosae o muscular de la
mucosa. Al trazar un corte longitudinal, la mucosa y submucosa se sitlan encima de
esta Ultima por lo que forman los pliegues circulares o valvulas de Kerckring (Ferrufino
etal., 1996; Moran & Bedford, 2023).

El epitelio esta conformado por las vellosidades, las cuales se forman
proyecciones a la superficie intestinal y en la superficie apical se componen de
microvellosidades y glicocalix. El epitelio también contiene entre las vellosidades, justo
en su base, glandulas tubulares simples denominadas criptas o glandulas de Lieberkuhn,
quienes penetran la lamina propia casi en contacto con la muscular y se encargan de
contener a las células madre de las células epiteliales de la mucosa: células de absorcion,
células caliciformes, células de Paneth y células enddcrinas (Ferrufino et al., 1996;
Illanes et al., 2006).

o Células de Paneth: Posen forma piramidal y su &pice apunta al lumen.
Contienen lisozimas e inmunoglobulinas y regulan la flora microbiana intestinal por
medio de fagocitosis (Ferrufino et al., 1996).

o Células enddcrinas: Son numerosas Yy estan solas en grupos pequefios
discontinuamente, de las que han sido identificadas se conoce que contienen
colecistoquinina, secretina, inhibidor géstrico polipéptidico, molitin, enteroglucagon,
sustancia P, neurotensina, serotonina y somatostatina (Ferrufino et al., 1996).

o Células caliciformes: Mantienen la barrera epitelial intestinal protectora
mediante la secrecion moco, el cual impide el ingreso de gérmenes y ayuda a la
absorcion de nutrientes (Chater et al., 2015).

b) Capa submucosa: Es por donde atraviesan capilares y vasos de mayor
calibre sanguineo y linfatico, drenando y dando alimento a la mucosa y a la muscularis
mucosae. También se conoce que la inervacion de los intestinos esta dada por el plexo
de Meissner y el plexo mientérico dispuestos en la submucosa y muscular,

respectivamente (Ferrufino et al., 1996).



C) Capa muscular: Posee dos bandas musculares, una circular interna y
una longitudinal externa. Los vasos sanguineos, linfaticos y nervios la atraviesan y el
plexo mientérico se encuentra aqui (Ferrufino et al., 1996).

d) Capa serosa: Es un mesotelio encargado de recubrir una banda de tejido

suelto que contiene vasos sanguineos y nervios.

4.2.1. Histoquimica Intestinal

4.2.1.1. Células Caliciformes.

Las células caliciformes mantienen la barrera epitelial intestinal protectora mediante
la secrecion moco, el cual impide el ingreso de gérmenes, la secrecién de mucinas y la
transmision de moléculas desde el intestino a las células inmunitarias (Chater et al., 2015;
Chende et al., 2022; Gustafsson et al., 2021).

Estas células sintetizan unas glicoproteinas llamadas mucinas, las cuales son como un
gel mucoso que cubre y protege el epitelio gastrointestinal de agentes quimicos, fisicos y
bioldgicos. Las glicoproteinas son importantes en cuanto a la inmunidad natural del tracto
gastrointestinal, por lo que su secrecion esta asociada a diferentes condiciones fisioldgicas y
patoldgicas (Gadelha Alves et al., 2008; Zapata et al., 2014).

La produccién de mucina puede aumentar junto a bacterias comensales para ayudar a
mejorar la barrera intestinal, ya que asi obstaculizan a los patdgenos con la densa capa mucosa
formada. Es por ello que después del nacimiento las células caliciformes se desarrollan y
maduran como respuesta a los estimulos externos (Duangnum Sawang et al., 2021; Gadelha-
Alves et al., 2008; Jha et al., 2019).

La microbiota se encuentra adherida a la mucosa, actuando como organismos
comensales y evitando la colonizacion de organismos patdgenos. Dentro de este marco, las
mucinas afectan la patogenia de los agentes extrafios a nivel entérico. Sin embargo, algunos
patdgenos son capaces de regular la funcién de las células caliciformes produciendo cambios
en la liberacion de mucina, degradacion de la mucosa o induccién de cambios en la
glicosilacion de mucina, por lo que obtienen mayor facilidad para la invasion de tejidos
(Cornick et al., 2015).

Las células caliciformes son unicelulares en la su zona apical y tienen un nicleo
irregular con base ovalada o triangular. Se diferencian de las células madre del endodermo

ubicandose en las criptas y, al madurar, migran a las vellosidades (Mohammad et al., 2020).
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En funcion de lo planteado, el estudio de las funciones inmunitarias de las células caliciformes
y las mucinas es esencial para el desarrollo de tratamientos para trastornos intestinales
(Cornick et al., 2015; Zapata et al., 2014).

4.2.1.1.1. Mucinas Acidas.

Este tipo de mucinas se clasifican en sialomucinas (mucinas &cidas no sulfatadas) y
sulfomucinas (mucinas acidas sulfatadas). Las primeras se presentan en mayor cantidad en el
sistema respiratorio y el colon, actuando como protectoras y lubricantes. Las segundas en
cambio abundan en el tracto respiratorio e intestino como lubricantes y son secretadas por las
células caliciformes ubicadas en la superficie de la mucosa intestinal (Cabrera A. & Garcia C.,
2010; Chende et al., 2022; Zapata et al., 2014).

Las sialomucinas contienen varios monosacaridos de nueve carbonos con un grupo
carboxilo en la posicion Cl y estadn ionizados a un pH fisioldgico. Por otro lado, las
sulfomucinas contienen un grupo sulfatado que estd unido al carbohidrato, siendo
significativamente mas &cidas que las primeras. Es por ello que el namero de células con
sulfomucinas depende de la edad y la infeccion que cursa el animal, considerdndose
principalmente como mucinas maduras (Cornick et al., 2015; Shiraishi et al., 2009).

En el estudio realizado por Zapata et al. (2014), se menciona que las células caliciformes
con este tipo de mucinas disminuyeron al quinto dia del postdestete en lechones como una
reaccion al destete temprano ya que en esta etapa disminuye la altura y area de las vellosidades
intestinales y se produce dafio epitelial. Sin embargo, del séptimo a décimo dia se observé un
aumento, por lo que entre los dias 9 y 14, el nimero de células caliciformes ya era normal, ya
que transcurrida la fase de adaptacién se regenera el epitelio y consecuentemente las células
maduran y se ubican en las vellosidades (Zapata et al., 2014).

4.2.1.1.2. Mucinas Neutras.

Son secretadas por las células caliciformes ubicadas en la superficie de la mucosa
intestinal y abundan en la superficie luminal del estbmago, neutralizan el pH y protegen las
mucosas estomacal e intestinal. Estas mucinas contienen monosacaridos de manosa, galactosa
y galactosamina (Cabrera & Garcia, 2010; Chende et al., 2022; Shiraishi et al., 2009).

Al contrario de las mucinas &cidas, las mucinas neutras aumentaron al quinto dia, lo que

se puede relacionar a que son las mas distribuidas en el estomago y el intestino delgado después



del nacimiento. Sin embargo, en normalmente su nimero es inferior al de las mucinas &cidas
(Zapata et al., 2014).

4.2.1.2. Métodos para la Determinacion de Células Caliciformes.

a. Acido Peryodico de Schiff (PAS)

Segun el manual de Prophet et al. (1995), al observar los resultados, el glucdgeno, la
mucina y algunas membranas basales se ven de color rojo a parpura, los hongos de rojo a

parpura y los nacleos de azul.
b. 1%Alcian Blue pH 2.5

Segln el manual de Prophet etal. (1995) al observar los resultados, las mucinas
sulfatadas acidas débiles, acido hialurénico y mucina salivar se veran de color azul oscuro, los
nucleos de rojo a rosado y el citoplasma rosa palido. En el caso de la tincion de células
caliciformes con mucinas sialiladas se produce una coloracion azul oscuro (Meyerholz et al.,
2009).

c. 1% Alcian Blue pH 1

Segun el manual de Prophet etal. (1995), al observar los resultados, las mucinas

sulfatadas se ven de color azul oscuro (Meyerholz et al., 2009).

4.3. Alimentacién del Cuy

El cuy es un animal monogastricos herbivoro capaz de aprovechar el forraje acorde a
sus necesidades. No existe complejidad en la alimentacion del cuy ya que puede alimentarse
tanto con gramineas como con leguminosas, y también de residuos agroindustriales y residuos
de cocina obteniéndose excelentes resultados. El forraje es la principal fuente de alimentacion
de los cuyes, por lo que su crianza se les facilita a los productores al no poseer sistemas
tecnificados (Andrade-Yucailla et al., 2016; Bonilla Quilumba & Usca Méndez, 2015; Castro-
Bedrifiana & Chirinos-Peinado, 2021; Sotelo et al., 2018).

Sin embargo, debido a la ausencia de la enzima L-gulonolactona oxidasa, los cobayos
al igual que otras especies no pueden sintetizar la vitamina C (&cido ascorbico), por ello en
dietas formuladas, se debe suministrar través de la dieta dicha vitamina (Delaney et al., 2018;
Shomer et al., 2015).
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4.4. Fibra

La fibra dietética hace referencia al conjunto de componentes de origen vegetal de la
dieta resistentes a las enzimas digestivas de los no rumiantes, por lo que es el principal sustrato
para la fermentacion bacteriana en el intestino grueso. Actda en conjunto con la mucosa y la
microbiota, por ello tiene un efecto marcado sobre la estructura, anatomia y funcion intestinal
(Montagne et al., 2003).

La dieta es fundamental para la proliferacion y diferenciacion de las ceélulas
caliciformes, por ello, la restriccion de fibra dietética produce una reduccién en el nimero de
células caliciformes y, por tanto, los diferentes tipos de fibra que se incluyen en la dieta también
afectan el numero de células caliciformes intestinales, produciéndose una relacién directamente
proporcional entre ambos (Chater et al., 2015; Duangnum Sawang et al., 2021). De esta manera,
por ejemplo, en el estudio de Bornaei et al. (2022), la inclusion de cebada en diferentes niveles

produjo el aumento de las células caliciformes intestinales.

4.5. Tamano de Particulas de la Dieta

La dieta influye en la salud intestinal, impidiendo la proliferacion de bacterias patdgenas
y la alteracion de las bacterias que se encuentren en estado saproéfito. Por ello, todos los
alimentos como forrajes o balanceados deben ser seleccionados con la finalidad de mejorar el
epitelio intestinal y evitar la alteracion de su estructura (Montagne et al., 2003). En cuanto al
efecto del tamafio de particulas de la dieta en la salud intestinal de los animales, en la
investigacion realizada por Tufarelli et al. (2010), se demostr6é que, en los conejos, la dieta
finamente molida tuvo efectos beneficiosos en la morfologia intestinal, generando un aumento
en el tamarfio de las vellosidades duodenales y en la profundidad de las criptas en el colon. Estos
resultados se ven fortalecidos por los datos obtenidos por Desantis et al. (2011), en el cual los
conejos alimentados a base de dietas con particulas finas, tuvieron vellosidades més altas y
criptas mas profundas, asi como también un mayor nimero de células caliciformes que los

alimentados con particulas gruesas.

No obstante, en un estudio realizado por Liu et al. (2018) evaluaron el efecto del tamario
de particulas de la fuente de fibra de la dieta y demostraron que menor tamafio de particula
provoca mayor degeneracion epitelial, necrosis de células epiteliales e infiltracion de células
inflamatorias gastricas. Ademés, Hedemann et al. (2005), en su estudio mencionan que, en
dietas granuladas o gruesas, el area de sialomucinas en vellosidades y criptas era mayor que en

las dietas molidas, asi como también de mucinas neutras, aunque estas solo en vellosidades. Sin
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embargo, en el caso de sulfomucinas se obtuvo mayor nimero en vellosidades con las dietas

finas en relacion a las gruesas.

4.5.1. Métodos para la Determinacion del Tamafio de Particulas de la Dieta

La determinacion del tamafio de particulas de la dieta se realiza mediante la utilizacion
de una pila de tamices de distinto tamafio de poro, de modo que los de mayor tamafio van en la
parte superior, se mantienen en movimiento constante y al transcurrir cierto tiempo, se obtiene
un cernido y un rechazo de la distribucion de tamafios de particula, conociéndose como analisis
mecanico. Este analisis se puede utilizar en medio seco o en medio hiumedo descritos a

continuacion (Luna Méndez, 2016).

4.5.1.1. Andlisis en Medio Seco.
En este tipo de analisis se puede utilizar muestras menores de 3,2 mm. Para este

procedimiento la muestra debe haber sido tamizada por el tamiz de 2 0 3 mm, y medida durante
su caida libre, es decir, que se conocen los tamafios de particulas individuales dispersas, asi
como también el de posibles microagregados (<76 um) y macroagregados existentes (2000-194
um) (Pastor & Villoslada, 2010).

4.5.1.2. Analisis en Medio Hamedo.
Este tipo de analisis amerita la utilizacion de muestras tamizadas por 3 mm y por lo

general se usa cuando el tamafio de la muestra es muy pequefio o cuando se trata de un medio
acuoso. En el caso del estudio de los suelos, esta es a técnica mas utilizada para determinar la

granulometria (Pastor & Villoslada, 2010).
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5. Metodologia

5.1. Area de Estudio

El trabajo se llevo a cabo en el Centro de Investigacion, Desarrollo e innovacion de
Nutricion Animal (CIDINA) de la Carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional
de Loja ubicado en la "Quinta Experimental Punzara” localizado en la parte Sur-Oeste de la
Hoya de Loja a 150 m de la Universidad, con las siguientes condiciones meteoroldgicas:
temperatura 15,9 a 22,6°C, altitud 2 201 m, precipitacion media anual de 906,9 mm, humedad

relativa media mensual de 74,5 % y una formacion ecoldgica de bosque seco Montano Bajo.

Centro de Investigacion, Desarrollo e innovacion
de Nutricion Animal

Quinta Experimental
La'Argelia

Figura l. Imagen satelital de CIDINA usando Google Earth. Coordenadas 4°02'18"S
79012'34"W.

5.2. Animales e Instalaciones

Se seleccionaron 30 cuyes hembras (Cavia porcellus), tipo Al de 15 dias de vida de 344
g promedio y de forma aleatoria se los ubico en tres grupos experimentales de 10 animales cada
uno. Los animales fueron situados en jaulas, las cuales representaron una unidad experimental

cada una y fueron identificadas con un letrero y el respectivo tratamiento.

Por otro lado, las instalaciones fueron desinfectadas con amonio cuaternario (5 ml por
litro de agua), y se adecuaron 30 jaulas de malla galvanizada con las dimensiones 42 x 26 x 51

cm de largo, ancho y alto respectivamente, con bebederos y comederos en cada una de ellas.

5.3. Dietas Experimentales

Se formularon tres dietas experimentales con los requerimientos nutricionales acorde a
NRC (1995), y cada una contenia diferente tamafio de particula. Los animales tenian acceso ad

libitum tanto para agua como para comida, y se afiadié 2g de vitamina C por kg de alimento.

13



En la Tabla 1 se presentan los ingredientes y la composicién quimica porcentual tomados en

cuenta para la formulacién y elaboracion de las dietas experimentales.

Tablal. Ingredientes y composicion quimica de las dietas experimentales (diferentes tamafios
de particula).

item Tamanio de particula
Fino Mediano Grueso

Ingredientes
Afrecho de trigo 22,93 22,93 22,93
Trigo 7,80 7,80 7,80
Paja de arroz fina 30,74 15,37
Paja de arroz gruesa 15,37 30,74
Maralfalfa 9,37 9,37 9,37
Soya 16,31 16,31 16,31
Aceite de palma 5,84 5,84 5,84
Melaza 3,75 3,75 3,75
Sal 0,66 0,66 0,66
L-lisina-HCI 0,27 0,27 0,27
DL-metionina 0,19 0,19 0,19
Treonina 0,20 0,20 0,20
Premezcla vitaminico mineral* 0,19 0,19 0,19
Vitamina C 0,04 0,04 0,04
Carbonato de Calcio 1,24 1,24 1,24
Bentonita? 0,47 0,47 0,47
Composicion Quimica Calculada
Energia digestible 2800 2800 2800
FDN 40 40 40
Almidon 9,325 9,325 9,325
Lisina 0,80 0,80 0,80
Metionina 0,366 0,366 0,366
Treonina 0,60 0,60 0,60
Calcio 0,80 0,80 0,80
Faésforo total 0,40 0,40 0,40

Nota. *LOFAC premezcla vitaminico mineral, 7 000.000 Ul Vitamina A, 1 200.000 Ul Vitamina D3,
35. 000 Ul Vitamina E, 2 .000 mg Vitamina K3, 1 500 mg Vitamina B1, 3 000 mg Vitamina B2, 2 500
mg Vitamina B6, 20 mg Vitamina B12, 20 000 mg Niacina, 80 mg Biotina, 12 000 mg Acido
pantoténico, 250 mg Acido félico, 100 000 mg Colina, 2 000 mg Antioxidante, 25 000 mg Manganeso,
90 000 mg Zinc, 75 000 mg Hierro, 7 000 mg Cobre, 500 mg Yodo, 200 mg Selenio, 2 000 mg Magnesio,
2 000 g Excipiente c.s.p.

2. Bentonita 51.35% Silicio; 27,03% Aluminio; 5,83% Hierro; 1,65% Potasio; 1,04% Calcio; 0,77%
Magnesio; 0,68% Sodio.
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Las dietas experimentales se aplicaron a tres grupos, de esta manera, el grupo 1 tuvo
una alimentacion con particulas finas, para el grupo 2 la particula fue mediana, es decir, con la
mitad de particulas finas y gruesas, y, para el grupo 3, la dieta contenia particulas gruesas. En

la Tabla 2 se detalla con méas informacion el tamafio de particula de cada tratamiento.

Tabla2.  Tamafio de particula de las dietas experimentales.

Tamafo de particula (mm) Tratamiento
Fino Mediano Grueso
>1,18 14,095 20,335 17,945
0,500-1,17 28,844 27,634 48,545
0,350-0,499 21,158 22,802 15,490
0,149-0,349 35,903 29,229 18,021
Total 100 100 100

Las proporciones de particulas finas, medianas y gruesas de las dietas se realizo
mediante el tamizaje por via himeda con tres muestras de cada tratamiento como se menciona
en el estudio de Garcia et al. (1999). Para ello se colocd 55¢g de cada dieta experimental en
matraces Erlenmeyer de 2000 ml y posteriormente se afiadié 1100 ml de solucion de agua
destilada y detergente comercial neutro, de modo que las muestras se mantuvieron en agitacion
a temperatura ambiente durante toda la noche. Al dia siguiente a cada tratamiento se le vacio el
residuo del matraz sobre una pila de tamices con cuatro tamarios de poro decrecientes (1,18
mm, 500 pm, 350 um y 149 pum) y se lavd con agua destilada durante 40 minutos en total con
un flujo de agua 5,95 ml/min, asi, al transcurrir 20 minutos se sacé de la pila el primer tamiz de
1,18 mm y se repitio el proceso con los demas tamices 500 um, 350 um y 149 um a los 10, 6 y
4 minutos, respectivamente. Una vez realizado el lavado, se dejo escurrir cada tamiz durante 1
hora y posteriormente se pesd cada uno de ellos. Luego las muestras fueron recolectadas en
crisoles y transferidas a la estufa durante 24 horas a 105 °C para la determinacion de materia

Seca.

5.4. Determinacion de las Caracteristicas Histoquimicas de las Células

Caliciformes

Treinta cobayas destetadas, de 15 dias de edad fueron ubicados aleatoriamente en las
dietas experimentales (10 cuyes/dieta). Habiendo alcanzado los 25 dias de edad, los animales
fueron sacrificados acorde a las normas bioéticas internacionales de bienestar animal como se
establece en el “Codigo Organico del Ambiente” (ROS N.° 983, Ecuador). Se realiz6 el

aturdimiento de los animales por medio de un golpe contundente en la cabeza y posterior

15



desangramiento. Luego del sacrificio se realizé la evisceracion de los animales y se tomo una
muestra de 2- 3 cm de la porcion media del intestino de cada cuy y se lo fijé en una solucion
buffer de formol al 10%. Las muestras fueron etiquetadas y enviadas al Laboratorio de
Histologia.

Obtenidos los resultados de laboratorio se procedio a realizar el conteo de las células
caliciformes intestinales segin cada tincion a través del microscopio con el lente de 10x. La
tincion de PAS — Periodic Acid Schiff permitié visualizar las células caliciformes con mucina
neutras (coloracion rosa) y las 1% Alcian blue, pH 2.5 y 1% Alcian blue, pH 1 aquellas con
mucina acida y sulfomucinas, respectivamente (coloracion azul). Para esto, en cada placa se
identifico 30 vellosidades y 30 criptas intestinales y se contabilizé las células caliciformes

presentes en estas estructuras.

5.5. Andlisis Quimico

Las tinciones PAS, 1% Alcian blue pH 2.5y 1% Alcian blue, pH 1 se realizaron acorde
al procedimiento establecido por Prophet et al. (1995).

5.6. Andlisis Estadistico

Se realizd un analisis de varianza, utilizando un modelo mixto por medio del
procedimiento MIXED de SAS (OnDemand for Academics 2023) tomando como principal
factor de variacion fijo el tamafio de particula de la dieta y la variable aleatoria al animal anidado
al tratamiento. Se utiliz6 un T Test protegido para la comparacién de medias en el que los p

valores < 0,05 se consideraron significativos.
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6. Resultados
En la Tabla 3 se describe las variables histoldgicas que se evaluaron en este trabajo de
investigacion al incluir diferente tamafio de particulas en la dieta de los cuyes.

Tabla 3. Numero de células caliciformes segun las variables de la investigacion en dietas con
diferentes tamafios de particula.

Variables Tamafio de particula Estandar P valor
Fino Mediano Grueso error

Mucinas &cidas

N células caliciformes/vili 1,952 1,60% 0,920° 0,301 0,068

N células caliciformes/cripta 7,16 7,75 6,60 0,489 0,270

Sulfomucinas

N células caliciformes/vili 3,07 3,26 3,09 0,357 0,919

N células caliciformes/cripta 8,44 8,13 8,77 0,570 0,732
Mucinas neutras

N células caliciformes/vili 2,778 2,14 1,59° 0,282 0,022

N células caliciformes/cripta 8,75 10,12 9,18 0,599 0,274

Nota. ** Las medias del nimero de células caliciformes entre los tamafios de particula son
significativamente diferentes.

El nimero de mucinas acidas en el tratamiento con tamarfio de particula fino tendio en
un 112% el namero de células caliciformes/vili respecto a los animales que consumieron el
tamafio grueso de particulas (p=0.068), mientras que los animales que consumieron la dieta con
tamafo de particula mediano tienen un numero intermedio de células caliciformes/vili respecto
a los otros dos tratamientos. Por otro lado, a nivel de cripta no se observa diferencia significativa

(p=0,27) con una concentracion media de 7,17 células caliciformes/cripta.

Con respecto a las sulfomucinas no se encuentra diferencia significativa en las células
caliciformes a nivel de la vellosidad (p=0,919), ni tampoco a nivel de la cripta (p=0,732), las
cuales tienen una concentracion promedio de células caliciformes de 3,14 y 8,45

respectivamente.

En el caso del numero de las mucinas neutras, en el tratamiento con tamarfio de particula
fino tendio en un 74% el namero de células caliciformes/vili respecto a los animales que
consumieron el tamafio grueso de particulas (p=0,022), mientras que los animales que
consumieron la dieta con tamafio mediano de particula tiene un niamero intermedio de células
caliciformes/vili. Por Gltimo, a nivel de cripta no se observa diferencia significativa (p=0,274)

con una concentracion media de 9,35 células caliciformes/cripta.
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En la figura 2 se representa la concentracion de las células caliciformes con mucinas
acidas (A), con sulfomucinas (B) y con mucinas neutras (C), ubicadas en las vellosidades

intestinales, dependiendo de los diferentes tamafios de particula en la dieta.
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Figura 2. Distribucién de células caliciformes (flechas negras) en vellosidades intestinales ante
los diferentes tamafios de particula.

En la figura 3 se representa la concentracion de las células caliciformes con mucinas
acidas (A), con sulfomucinas (B) y con mucinas neutras (C), ubicadas en las vellosidades
intestinales, dependiendo de los diferentes tamafios de particula en la dieta.
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particula.
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7. Discusion

De acuerdo a lo reportado por Manjili et al. (1998), en los primeros 7 dias de edad los
cuyes presentan mayor concentracion de células caliciformes en el intestino delgado a nivel de
criptas, con alrededor de 7 a 12 células caliciformes con mucinas &cidas, 7 a 15 con mucinas
neutras y de 4 a 7 con sulfomucinas. Por otro lado, en las vellosidades intestinales los autores
registraron un namero promedio de 5 a 7 células con mucinas acidas, 10 a 11 con mucinas
neutras y aproximadamente 2,5 con sulfomucinas. A partir del octavo dia, estas células migran
a las vellosidades, por lo que se produce un aumento de estas células en las vellosidades y una
disminucidn en las criptas. Estos datos son similares a los encontrados en el presente estudio,
en particular, en lo que respecta al nimero de células caliciformes en las vellosidades: con
sulfomucinas (2,17); y en las criptas intestinales: con mucinas acidas (7,17), con mucinas
neutras (8,45) y con sulfomucinas (9,35).

Investigaciones anteriores realizadas en otras especies, revelan que las dietas con
particulas gruesas producen un aumento en la altura de las vellosidades y en la profundidad de
criptas del yeyuno, en comparacién con las dietas finas. De la misma manera, el nimero de
células caliciformes totales es mayor en los animales alimentados con particulas gruesas Y,
similar en alimentados con particulas medianas (Amerah et al., 2007; Naderinejad et al., 2016).

Por el contrario, otros estudios documentan que las dietas finamente molidas produjeron
un aumento en la altura de las vellosidades y en la profundidad de las criptas del duodeno, ciego
y colon, asi como también un aumento en el nimero de células caliciformes con mucinas
neutras y sulfatadas en el duodeno, ausencia de mucinas neutras en ciego y mezcla de mucinas
acidas y sulfatadas en el colon distal (Desantis et al., 2011). Con base en estos datos, se puede
colegir que el namero de células caliciformes podria estar influenciado por la altura de las
vellosidades y la profundidad de las criptas intestinales, asi como por la integridad del epitelio
intestinal (Zapata et al., 2014).

El tracto digestivo alberga una gran cantidad de microorganismos. En el estdmago las
bacterias son menos abundantes que en el colon, mientras que en el intestino delgado estas
bacterias se encuentran en mayor nimero y entran en contacto con las puntas de las vellosidades
(Pelaseyed et al., 2014). De esta forma, la dieta con particulas finas aumenta tanto el tiempo de
retencion de la digesta en el intestino, provocando un aumento de los microorganismos, asi
como la produccion de metano, debido a la mayor fermentacién cecal derivada de la
acumulacion de particulas pequefias en el TGI (Laplace et al., 1977; Liu et al., 2018; Romero

et al., 2011). Como consecuencia, tambiéen se produce un aumento en el nimero de células
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caliciformes acidas en las vellosidades lo que mejora la proteccion del sistema gastrointestinal
y mantiene el equilibrio de la microbiota,

Por otro lado, un estudio reciente revela que la dieta con particulas finas suministrada a
conejos produjo degeneracion y necrosis de las células epiteliales de la mucosa e infiltracion de
celulas inflamatorias gastricas (Lui et al., 2018). Mientras que en el epitelio intestinal se han
reportado cambios principalmente por el destete temprano, tal es el caso del trabajo de Zapata
et al. (2014), se encontraron alteraciones en la altura y en el area de las vellosidades, dafio
epitelial y necrosis, y, por tanto, disminucién de las células caliciformes con mucinas acidas en
cerdos.

Los resultados del presente estudio demuestran que se obtuvo mayor concentracion de
células caliciformes secretoras de mucina acida y neutra a nivel de las vellosidades en cuyes
alimentados con una dieta compuesta de particulas finas, en relacion a los animales alimentados
con dietas de particulas medianas y gruesas. La dieta con particulas finas y el destete temprano
producen un dafio en el epitelio durante los primeros dias de vida de los animales, siendo
probable que estos dos factores hayan incidido en el resultado. La combinacion de estos dos
factores genera un aumento en la produccién de mucinas menos maduras, es decir, de mucinas
neutras y disminucion de las mucinas acidas. No obstante, se conoce que al quinto dia del post
destete se produce un efecto inverso entre estas mucinas en cerdos, proliferan las &cidas y se
reducen las neutras, mientras que en las sulfomucinas no se evidencia cambios ya que estas
estdn mas relacionadas a procesos avanzados de enfermedades (Lui et al., 2018; Zapata et al.,
2014).

Normalmente, el nimero de células caliciformes con mucinas neutras y sulfatadas es
inferior al de mucinas &cidas, principalmente porque las neutras estdn mas relacionadas al
desarrollo embrionario y son las primeras en aparecer, mientras que las sulfatadas, al poseer en
su cadena un grupo sulfatado son méas acidas y actdan como las principales defensoras ante la
proliferacion de microorganimos y enfermedades entéricas. Las mucinas acidas, por el
contrario, son esenciales para la lubricacion y proteccion del intestino (Cornick et al., 2015;
Shiraishi et al., 2009; Zapata et al., 2014).

En la presente investigacion se puede asumir que las particulas pequefias de la dieta
suministrada a los cuyes y el cambio de alimento, provocaron dafios en el epitelio intestinal.
Como consecuencia, las células caliciformes de ese epitelio que sufrié dafos y que estuvo en
fase de recuperacion al momento de la colecta de las muestras proliferaron, por lo que se
encontraron en su mayoria aquellas con mucinas neutras. También es probable que los animales

se hayan enfrentado a un desafio de campo que recién habia estado iniciando, es por ello que,
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en las células con mucinas neutras y acidas, se observé un aumento en el nimero a nivel de las
vellosidades, mientras que en las sulfomucinas no se evidenciaron cambios significativos ya
que son las Ultimas en aparecer en un proceso de defensa del organismo. Por ultimo, la
ubicacion de las células caliciformes con mucinas neutras y acidas en las vellosidades
intestinales se debe a que las células caliciformes inmaduras se encuentran en las criptas y

posteriormente migran a las puntas de las vellosidades.
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8. Conclusiones

El tamafio de particulas de las dietas de cuyes, en el post-destete, podria tener un efecto
regulatorio en las mucinas acidas en el epitelio intestinal de esta especie. Las particulas
finas muestran una tendencia a estimular el aumento en el ndmero de células
caliciformes productoras de mucinas acidas a nivel de las vellosidades intestinales. Es
importante destacar que este estimulo no parece afectar a las células caliciformes
responsables de la produccion de sulfomucinas.

Los resultados de este estudio permiten concluir sobre la influencia del tamafio de
particulas en las dietas de cuyes, en la concentracion de células caliciformes productoras
de mucinas neutras en las vellosidades del epitelio intestinal. Se observa un impacto con
el tamafio de particula fino de las dietas, evidenciando un aumento sustancial en el
ndmero de estas células. Este fendmeno, combinado con la regeneracion epitelial
inducida por la dieta y posibles desafios ambientales, contribuye a un fortalecimiento

notable de la defensa de la barrera intestinal.
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9. Recomendaciones

El estimulo de las células caliciformes neutras y acidas revela un aspecto relevante y sugiere
adaptaciones significativas en la respuesta inmunologica del intestino de los cuyes. A partir
de ello, se recomienda considerar el tamafio de particulas en las formulaciones de dietas

para optimizar la salud intestinal y la capacidad defensiva del organismo.
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Anexo 1. Elaboracién del balanceado

11. Anexos
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Anexo 3. Limpieza y adecuacion del galpon.
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Anexo 5. Sacrificio y evisceracion de los cuyes.
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Anexo 7. Lecturay conteo de células caliciformes de las placas.
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Anexo 8. Muestra de cada tratamiento de la muestra de post-destete.

Anexo 9. Colocacion de las muestras de cada dieta en los matraces a movimiento

constante durante toda la noche.
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Anexo 10. Pesaje del detergente neutro para realizar la solucion con agua destilada.

Anexo 11. Tamizaje via hUmeda de los tratamientos.
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Anexo 13. Pesaje de los tamices con el sobrante.

Anexo 14. Pesaje de crisoles con la muestra humeda y ubicacion en la estufa para obtener

materia seca.

Anexo 15. Grupo de trabajo.
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