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1. Titulo

Efecto de diferentes niveles de lignocelulosa sobre la integridad de la mucosa intestinal en

cobayos



2. Resumen

La inclusion de lignocelulosa presente en las paredes celulares de las plantas, presenta un beneficio
para la digestibilidad y salud intestinal en cobayos, con un efecto que mejora la fermentacion,
produccion de &cidos grasos y absorcidn de nutrientes. También actia como un sustrato para la
microflora intestinal, lo que contribuye a mantener un equilibrio en el tracto digestivo. En este
estudio se evaluaron los efectos de la inclusion de diferentes niveles de lignocelulosa en dietas de
cobayas sobre la integridad de la mucosa intestinal. Se usaron 32 cobayos tipo Al, distribuidos
aleatoriamente en 4 tratamientos (0, 3, 8, 12% de inclusion de lignocelulosa) y con 8 repeticiones
por tratamiento durante 15 dias, posterior a esto fueron sacrificados para poder obtener las muestras
histologicas del intestino delgado (yeyuno). Las muestras fueron procesadas con la tincion
hematoxilina y eosina, posterior a esto se analizaron los siguientes pardmetros: longitud de
vellosidad, profundidad de la cripta, ratio (relacion entre la longitud de la vellosidad y profundidad
de la cripta), altura del epitelio y ancho de la tinica muscular. Para concluir el efecto del tratamiento
con un nivel del 12% de inclusion de lignocelulosa presento una mejoria en la longitud de las
vellosidades y profundidad de las criptas, resaltando que fuentes altas de fibras lignificadas

promueven el desarrollo de la mucosa intestinal, salud digestiva y bienestar animal.

Palabras claves: Cobayos, lignocelulosa, vellosidades, criptas ratio.



Abstract

Plant lignocellulose, which is found in the cell walls of plants, enhances digestibility and intestinal
health in guinea pigs, as well as improving fermentation and fatty acid production. It also acts as a
substrate for the intestinal microflora, which contributes to maintaining a balance in the digestive
tract. As a result of this study, different levels of lignocellulose were included in the diets of guinea
pigs in order to assess their effects on the integrity of their intestinal mucosa. Thirty-two type Al
guinea pigs were randomly distributed in four treatments (0, 3, 8, 8, 12% lignocellulose inclusion)
and with eight replicates per treatment for 15 days, after which they were sacrificed to obtain
histological samples from the small intestine (jejunum). As a result of staining with hematoxylin
and eosin, we were able to determine the following parameters: the villus length, the crypt depth,
the ratio (the ratio between the villus length and crypt depth), the epithelium height, and the
muscular tunica width. Accordingly, high levels of lignocellulose inclusion led to an improvement
in villus length and crypt depth, suggesting that high levels of lignified fiber promote intestinal

mucosal development and digestive health.

Key words: Guinea pigs, lignocellulose, villi, crypt ratio.



3. Introduccion

En nuestro pais Ecuador existen aproximadamente 21 millones de cuyes y anualmente se
venden y consumen 47 millones segun los datos del Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias pertenecientes al Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAGAP,
2015).

Se desconoce cuales son los requerimientos dptimos de lignocelulosa que se deben incluir
en la dieta, este factor conlleva a un mal manejo en la alimentacion de los animales, materias primas
y provocando pérdidas economicas, que representan entre el 65 al 80% de los costos de la
produccion (Miyasaka, 2007). La lignocelulosa es el material de origen vegetal mas abundante en
nuestro medio, compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina, materiales que pueden ser usados
para la creacion de elementos deseables con un valor agregado (Pech, 2012).

El tiempo medio de transito intestinal completo en el cobayo es de 20 horas, en este periodo
de tiempo el animal va a realizar el acto de la cecotrofia entre 150 a 200 veces al dia y es
fundamental para la digestion de la fibra y la proteina. El cobayo asimila la fibra con mayor eficacia
que el conejo y la rata, su saciedad esta controlada por la distension del tracto gastrointestinal de
manera que el apetito no aumenta al anadir celulosa a la dieta (O’Malley, 2007).

La digestion microbiana que realizan los cobayos se la denomina fermentacion intestinal,
este proceso se da en el intestino delgado y los ciegos del animal, en estas estructuras anatémicas
se alojan poblaciones de microorganismos benéficos que se encargan de desdoblar las fibras
vegetales a fuentes de nitrogeno para la obtencion de energia, pero esta fermentacién no es muy
eficiente como la de un animal rumiante, por este motivo el transito es rapido y el animal tiende a
consumir grades cantidades de alimento (Kardong, 2007).

Esta descomposicién produce acidos grasos de cadena corta, que se ha demostrado que
tienen numerosos beneficios para la salud intestinal, incluida la promocion del crecimiento de
bacterias intestinales beneficiosas y la mejora de la motilidad intestinal, los &cidos grasos de cadena
corta como el acetato, el propionato y el butirato son fuentes de energia importantes para las células
intestinales y se ha demostrado que tienen efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores.
Ademas, modulan las respuestas inmunitarias en el intestino, fortalecen la barrera intestinal, lo cual
es importante para prevenir la absorcion de nutrientes al torrente sanguineo. Mediante la

produccion de moco y la regeneracion de nuevas microvellosidades.



El trabajo investigativo que se presenta a continuacion, se enfoca en el anélisis que se
obtendra de las placas histologicas procedentes del intestino delgado en cobayos especificamente
de la porcion del yeyuno del animal, usando diferentes tratamientos de lignocelulosa.

El beneficio que conlleva esta investigacion es de aportar con nuevos conocimientos en la
crianza del cuy, que se practica principalmente en la region Sierra del pais, lugar donde se concentra
la mayor poblacion de esta especie, con sus tres sistemas de crianza: familiar, familiar-comercial y
comercial. Como parte fundamental de nuestra tradicion cultura para el consumo de ciertos platos
tipicos.

Los resultados de este trabajo investigativo permitien estudiar el efecto de la inclusion de
lignocelulosa en las dietas de cobayos (Cavia porcellus) sobre la integridad de la mucosa del
intestinal. Aprovechando la lignocelulosa presente en pastos y forrajes, que presentan un tallo
fibroso, compuesto por un 20 a 55% de celulosa, un 16 a 85% de hemicelulosa y 15 a 40% de
lignina, de los cuales aportan monosacaridos, proteinas, almidones y aceites que hacen que este
nutriente sea muy apto y eficiente para la creacion de alimentos para estos animales.

Por lo tanto, se plante6 como objetivos:

e Determinar la longitud de las vellosidades, altura del epitelio, ratio y el ancho de la tanica
muscular del intestino medio en cobayos sometidos a los distintos niveles de lignocelulosa.

e ldentificar si existe una proliferacion o renovacion de las células presentes en las

profundidades de las criptas.



4. Marco Tedrico

4.1. Yeyuno

El intestino delgado es de menor didmetro comparado al intestino grueso, este presenta
muchas microvellosidades que se van a encargar de la absorcién de los nutrientes. EI yeyuno es la
parte mas larga del intestino delgado. (Kardong, 2007). Pertenece a la parte intermedia entre
duodeno y el ileon. Histoldgicamente, el yeyuno es similar al duodeno, aunque en sus nodulos
linfaticos de la mucosa-submucosa, la union puede ser mas numerosa. EIl mesenterio que le da

sostén es el meso-yeyuno Y este es largo con forma de abanico. (Rowen et al., 2009).

Las vellosidades se encuentran desarrolladas con una longitud de 1 mm, las glandulas de
Lieberkiihn son muy profundas y contactan con la muscular de la mucosa. También predominan
las valvulas de Kerckring, en los pliegues de la mucosa y submucosa. Hay una proporcion de
células, de nddulos linfaticos y de placas de Peyer (Brusco et al., s. f.). Ademas, en esta regién se
van a producir hormonas gastrointestinales que son liberadas por células endocrinas que pueden
estimular o inhibir al masculo liso, en respuesta de la ingestion, digestion de los alimentos y
secrecion de la bilis, esta produccién sumada a la respuesta del sistema nervioso entérico que consta
de nervios plexos entre la pared del tracto, regulan la motilidad del intestino delgado (Rowen et al.,
2009).

4.2 Histologia de la pared intestinal del yeyuno
Esta compuesta desde adentro hacia afuera por cuatro tunicas:
4.2.1. Capa Mucosa

Los autores como Gasquez & Blanco (2004), mencionan que esta formada por tres laminas:
epitelial, propia y muscular de la mucosa. Las células prisméticas o incluso llamadas simplemente
cilindricas que van a cubrir la superficie. Estd constituida por células como: enterocitos,

caliciformes secretoras, de Paneth, pluripotentes y enteroenddcrinas (Junqueira & Carneiro, 2006).



4.2.2. Lamina epitelial

Se parecen a pliegues circulares, que sobresalen hacia la superficie intestinal hasta que
luego se hunden para formar proyecciones en forma de dedos Ilamadas vellosidades, en este caso
la médula de las vellosidades es la lamina propia. Entre cada una se ubican glandulas tubulares que
miden entre 320 a 450 micrones de longitud y se las denomina glandulas de Lieberkuhn (Ferrufino
etal., 2013).

4.2.3. Lamina Propia

Es un epitelio que reviste el interior del tubo digestivo o en otras palabras es la médula de
la vellosidad, que cumple funciones como: conductora, secretora o de absorcion. Ademas, se
encuentran estructuras como: glandulas no ramificadas tubulares (glandulas de Lieberkiihn), placas
de Peyer (nddulos linfaticos agregados) y nodulos linfaticos solitarios (Nufiez Gonzales, s. f.). El
tejido conectivo laxo presente en esta tunica forma el centro de la vellosidad (Junqueira y Carneiro,
2006; Vallejos, 2014).

Esta estructurada por fibroblastos, células plasmaticas, células de musculo liso, colageno
y fibras elasticas con una matriz basica amorfa que forma la lamina propia. Ademas, existen células
con células inmunes o inflamatorias, que son: células plasmaticas, linfocitos, eosindfilos,

histiocitos y mastocitos (Ferrufino et al., 2013).
4.2.4. Enterocitos

Son las células principales del intestino delgado, recubriendo la superficie de la luz
intestinal, altas y cilindricas, con un ndcleo de forma oval en la mitad inferior. Cuenta con un
citoplasma acidofilo débil. Tiene un borde en forma de cepillo en la parte apical y estan rodeadas
en un haz de microfilamentos de actina, que las unen con otros citoesqueletos, sus dimensiones son
de 1 um de largo por 0,1 um de ancho. Producen un moco y una glicocélix, que actdan como
protectores de la actividad de la enzima gracias a la presencia de hidrolasa, destinada a absorber

nutrientes a través del proceso digestivo (Junqueira y Carneiro, 2006).
4.2.5. Células Caliciformes

| Son glandulas intraepiteliales unicelulares que secretan moco disperso en epitelios simples,

como el epitelio cuboideo, el epitelio columnar y el epitelio pseudoestratificado. Su nombre



corresponde a su forma, ya que se asemejan a una copa, con un fondo estrecho y una parte superior

ancha.

Su proporcién es menor en el duodeno y su nimero aumenta en el ileon. EI mucingeno
que se produce, estd en forma hidratada, y es un componente fundamental del moco funciona como
capa protectora, denominada secrecion basal. La produccién de esta dependera del estimulo que se
produzca en el epitelio. Su tiempo de vida es corta y sirve para descargar el mucinégeno, que en
realidad es una glucoproteina acida que lubrica y protege la glucocélix de las microvellosidades,
como también intervienen la absorcion de las moléculas que han sido catabolizadas (Gasquez &
Blanco, 2004).

4.2.6. Células de Paneth

Son responsables de proteger y mantener el equilibrio de la flora intestinal mediante la
secrecion de proteinas y péptidos antibacterianos como la lisozima, las defensinas y la fosfolipasa
A2 secretora (Keshav, 2006). Se distribuyen desde el duodeno hasta el ileon (Porter et al.., 2002)
y su vida media es de 20 dias, mas que los enterocitos que solo viven de 3 a 5 dias (Cheng, 1974;
Bry et al., 1994).

Las células de Paneth tienen grandes granulos secretores de eosinéfilos apicales, que se
encuentran en la base de las criptas de Lieberkiihn. A diferencia de otras células del epitelio
intestinal, las células de Paneth son longevas y secretan continuamente lisozima (Junqueira y
Carneiro, 2006).

4.2.7. Células Pluripotenciales
Son como esferas con bordes irregulares, asemejando a una célula inmadura con muy pocas
vellosidades, pero con la capacidad de generar células de diferentes tipos (Leeson., et al,
1990).

4.2.8. Células Enteroendocrinas

Se ubican entre los enterocitos y las vellosidades, se encargan de que secretar péptidos
reguladores de la actividad gastrica, la motilidad intestinal, la secrecion pancreatica y las
contracciones de la vesicula biliar (Leeson et al., 1990).



4.2.9. Pliegues Circulares o Plicae Circularis

Llamados también valvulas de Kerckring, incrementan la superficie mucosa. Son mas

salientes en el duodeno y yeyuno, pero ausentes en el ileon terminal.
4.2.10. Vellosidades Intestinales

Segun Gésquez y Blanco (2004), describen estas estructuras como proyecciones en forma
de dedos y hojas orientadas hacia la luz intestinal, cuya longitud varia segun la especie y la
actividad fisioldgica del intestino. Tienen funciones de digestion y la absorcion, facilitan el
transporte de los alimentos. Su altura disminuye desde 1,5 mm en el duodeno hasta unos 0,5 mm
en el ileon (Vallejos, 2014).

4.2.11. Criptas de Lieberkihn

Son invaginaciones tubulares de menor tamario, presentes en la muscularis mucosae. Estas
glandulas sintetizan diferentes sustancias con funciones enzimaticas, antimicrobianas vy

hormonales.
4.2.12. Capa Submucosa

La submucosa es la via por la que pasan los capilares, vasos sanguineos y linfaticos mas
grandes, de los cuales drenan y nutren la mucosa y los musculos externos. Esta formado por tejido
conjuntivo denso, donde pueden encontrarse adipocitos, y también contiene las llamadas glandulas
submucosas o de Brunner, que producen una solucién muy alcalina que parece tener una funcion

neutra que disuelve sustancias muy acidas (Gasquez & Blanco, 2004; Vallejos, 2014).
4.2.13. Glandulas de Brunner o Duodenales

Son glandulas ducto-alveolares ramificadas simples, con conductos excretores que se abren
en la base de cavidades o entre vellosidades (Gasquez & Blanco, 2004). Protegen la mucosa
intestinal neutralizando el pH del quimo mediante secreciones viscosas y alcalinas (Junqueira &
Carneiro, 2006). La urogastrina, producida por, es un péptido que inhibe la secrecion de acido

clorhidrico y estimula la proliferacion epitelial (Leeson, et al., 1990).



4.2.14. Capa Muscular

Consta de dos capas de masculo liso, la capa interna se proyecta circularmente, en cabio la
capa externa se orienta longitudinalmente. Entre estas existe un plexo de terminaciones nerviosas
o llamado también plexo de Auerbach. Estas hacen que las sustancias digeridas se muevan hacia
adelante y hacia atrds para mezclarlas bien con las sustancias digestivas y al mismo tiempo

permitan el contacto con las células epiteliales.

4.2.15. Capa Serosa

Se trata de un mesotelio que contiene vasos sanguineos y nervios. Es una capa delgada

contiene un tejido conectivo laxo recubierta por células planas (Gasquez & Blanco, 2004).
4.3. Integridad Intestinal

Se define como la funcién dptima del intestino, donde un mantenimiento adecuado da como
resultado un crecimiento uniforme y eficiente (Faus, 2008). La integridad de los intestinos puede
verse comprometida, principalmente por la presencia de virus, bacterias, hongos, parasitos y/o
toxinas, donde estas condiciones pueden provocar una variedad de reacciones en el tracto digestivo
como la ruptura de la capa mucosa y destruyendo las células epiteliales, ademas de interrumpir el
suministro nutriente que son transportados por los vasos sanguineos y se debilita el sistema

inmunoldgico (Hoerr, 2009).

La pérdida de integridad intestinal tiene un impacto negativo en una serie de aspectos tales
como: mala conversion alimenticia, rendimiento reducido, pigmentacion deficiente, eficiencia
reducida, preocupaciones sobre la seguridad alimentaria y pérdida de ganancias (Dominguez,
2015).

4.4. Fibra

Son un grupo muy amplio de polisacaridos estructurales, también son la parte no digerible
de los alimentos que cuestan digerirlos y asimilarlos en el intestino delgado y por lo cual tienen
que ser sometidos a un fenémeno fisicoquimico conocido como fermentacion (Salvador Badui,
2013).
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4.4.1. Fibras dietéticas

Incluye a los polisacaridos como: celulosa, hemicelulosas, substancias pépticas; pero
también a componentes como la lignina y otros componentes no carbohidratos como: polifenoles,
ceras, saponinas, fitatos, cutina y proteina resistente (Bosse et al., 2017). Por su solubilidad en

agua, las fibras se dividen:

e Solubles
Las primeras comprenden las pectinas, hemicelulosa y gomas, originan soluciones de gran
viscosidad, que producen la sensacion de saciedad y también ablandan las heces; estimulan
la secrecion gastrica, aceleran el peristaltismo y ayudan al tiempo del transito intestinal,
reduce la absorcion del colesterol, azucares y grasas. Las bacterias fermentan y generan
bioxido de carbono, hidrégeno, metano y acidos grasos volatiles a partir de estas.

e Insolubles
Por su parte son la celulosa y lignina, forman el bolo, retienen agua en su matriz, forma
mezclas de baja viscosidad, incrementan el volumen fecal, producen la saciedad, disminuyen
el transito intestinal y favorecen la evacuacion, pero no son degradadas ni absorbidas por
microflora y son eliminadas en las heces.

4.5. Lignocelulosa

Componente principal de la pared celular de las plantas, esta se produce mediante las
reacciones quimicas de la fotosintesis, es la fuente de carbono renovable mas prometedora para

solucionar los problemas actuales de energia (Cuervo et al., 2009).

Se forma por tres tipos de polimeros como: celulosa, hemicelulosa y lignina. En el caso de
la madera, las proporciones de estos componentes se encuentran en: Celulosa: 38-50%;
Hemicelulosa: 23-32% y Lignina: 15-25% (Sustainable Forestry for Bioenergy & Bio-based
Products, 2007)

4.5.1. Celulosa

Representa alrededor de 40 a 50% de la biomasa. Es un polimero polisacarido compuesto

exclusivamente por monomeros de glucosa, formadas por cadenas lineales mediante enlaces [3-
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1,4-glucosidicos (Suérez Matallana et al., 2022). Solo un 43 % de este material puede ser asimilado

por el microbiota intestinal (Giovannetti, 1982).

Solo los hongos y bacterias anaerobias presentes en el rumen y el tracto intestinal de

animales herbivoros e insectos pueden degradarla a través de celulosomas (Cazemier et al., 2003).
4.5.2. Hemicelulosa

Es un biopolimero heteropolisacarido, compuesto por diferentes mondémeros: pentosas
(xilosa y arabinosa) y hexosas (glucosa, manosa y galactosa unida principalmente por enlaces p-
1,4-glucosidicos y en menor cantidad enlaces B-1,2 B-1,3; B-1,6- glucosidicos. Tienen como
funcidn servir de conexion entre la lignina y la celulosa (Suarez Matallana et al., 2022). En los
animales monogastricos, la hemicelulosa suele ser mas digestible que la celulosa, en cambio en los

rumiantes la celulosa suele ser mas digestible que la hemicelulosa (Meza et al., 2014).
4.5.3. Lignina

Es un heteropolimero no polisacarido constituido por compuestos aromaticas como las
unidades de fenilpropano. Tiene la funcion de unir las fibras para mejorar la compacidad y dar
resistencia mecénica de las plantas (Suarez Matallana et al., 2022). La lignina ejerce un efecto
indeseable sobre la digestion total y limita el acceso de las bacterias a las zonas degradables de la
fibra.
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5. Metodologia

5.1. Ubicacién

Este estudio se ubicé en el area de Experimentacion del Centro de Investigacion, Desarrollo
e Innovacion de Nutricion y Alimentacion Animal (CIDINA), pertenecientes a la Quinta
Experimental Punzara en las instalaciones de la Universidad Nacional de Loja.

5.2. Unidades experimentales

Se recibio animales sanos de aproximadamente de 15 dias de edad post-destete, de la linea
Per( tipo Al (animales cuadrados de pelaje corto con colores claros), procedentes del canton
Saraguro de la provincia de Loja. Se los distribuyeron al azar, en jaulas de 26 x 42 x 51 cm de
ancho, largo y altura, acopladas con comederos de tipo tolva y bebederos de niples, se manejé un
ambiente semi-controlado con una temperatura 6ptima entre 18 a 21°C. Todos los animales fueron
manipulados de acuerdo con los principios de cuidado animal del Cédigo Organico del Ambiente
(ROS N.° 983, Ecuador).
5.3. Dietas Experimentales

Se elaboraron 4 dietas con diferentes niveles de inclusion de lignocelulosa (aserrin de
madera de pino). Para las raciones se usé ingredientes como: afrecho de trigo, arrocillo, paja de
arroz, King Gras, soya; aceite de palma, melaza, sal, L-lisina-HCI, DL metionina, treonina,
bicarbonato de sodio, premezcla, vitamina C, carbonato de calcio, fosfato bicalcico dihidratado,
bentonita y un atrapador de toxina. Los niveles de lignocelulosa que se penso usar fueron del 0%,
3%, 8%, 12%.

Tabla 1. Composicién estructural y quimica de las raciones

Nivel de inclusién de Lignocelulosa

item

0% 3% 8% 12%
Ingredientes, % en base fresca del pienso
Afrecho de trigo 6,61 26,6 27,1 25,4
Arrocillo 8,48 7,00 8,63 10,6
Lignocelulosat 0,00 3,03 7,65 12,4
Paja de arroz 23,9 10,1 4,57 0,00
King Grass 26,4 24,5 23,3 22,1
Soya 24,4 18,9 18,9 19,5
Aceite de palma 5,80 5,37 5,35 5,38
Melaza 1,00 1,00 1,00 1,00
Sal 0,48 0,48 0,48 0,48
Vitamina C 0,04 0,04 0,04 0,04
L-Lisina-HCL 0,15 0,22 0,22 0,20
DL-Metionina 0,13 0,13 0,12 0,12
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Treonina 0,17 0,19 0,18 0,17

Bicarbonato de sodio 0,01 0,07 0,15 0,23
Premezcla? 0,30 0,30 0,30 0,30
Carbonato de calcio 0,87 1,52 1,59 1,59
Fosfato bicalcico dihidratado 0,76 0,00 0,00 0,08
Bentonina 0,30 0,30 0,30 0,30
Atrapador® 0,20 0,20 0,20 0,20
Composicion quimica obtenida (% en base seca)
Cenizas 13,6 11,3 11,0 8,30
Proteina cruda 19,3 18,75 18,99 18,96
Extracto etéreo 6,64 6,80 7,18 7,01
E.L.N. 41,46 46,25 46,23 49,23
Composicion quimica estimada (% en tal como ofrecido)
Energia digestible, kcal/kg 2800 2800 2800 2800
Fibra Detergente Neutra (FND) 40,0 40,0 40,0 40,0
Fibra detergente acida (FAD) 24,0 22,0 22,6 23,6
Lignina (LAD) 2,90 3,60 4,30 5
Almidon 7,58 9,27 10,4 11,5
Lisina 0,800 0,800 0,800 0,800
Metionina 0,300 0,300 0,300 0,300
Treonina 0,600 0,600 0,600 0,600
Calcio 0,800 0,800 0,800 0,800
Fésforo total 0,400 0,400 0,400 0,400
Na 0,229 0,240 0,258 0,278
K 0,544 0,505 0,477 1,002
Cl 1,19 1,13 1,06 0,451

!La lignocelulosa se lo obtuvo principalmente de aserrin madera de pino. 2La premezcla vitaminica-mineral
provey6 por kg kilogramo: Zn, 90 000 mg; Fe, 75 000 mg; Mn, 25 000 mg; Cu, 7000; Mg, 2000 mg; I, 500
mg; Se, 200 mg; Vitamina A, 7 000 000 UlI; Vitamina D3, 1 200 000 Ul; Vitamina E, 35 000 Ul, Vitamina
K3, 2000 mg; Vitamina B1, 1500 mg; Vitamina B2, 3000 mg; Vitamina B6, 2500 mg; Vitamina B12, 20
mg; Niacina, 20 000 mg; Biotina, 80 mg; Acido pantoténico, 12 000 mg; Acido Félico, 250 mg; Colina,
100 000 mg y Antioxidante, 2000 mg. 3El Celmanax Dry estd compuesto de Saccharomyces cerevisiae.

5.4. Disefio Experimental
Para el presente ensayo se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con 8 repeticiones
(animales) por tratamiento, alimentados ad libitum durante un periodo de 15 dias. Una vez
finalizado el periodo de investigacion, se realizan sacrificios y muestreos.
5.5. Toma de Muestras

Los animales se sacrificaron a una edad de 37 dias de edad. El procedimiento consistio en
el aturdimiento mediante un golpe contundente en el cabeza, continuado por el desangramiento de
los animales, la evisceracion del sus organos y la recoleccion de una pequefia porcion de
aproximadamente 1 cm del  yeyuno. Esta muestra fue colocada en una solucion de formol
bufferado al 10%, se procedié a rotularla, posterior a esta se almaceno bien para poder ser

procesadas en el laboratorio.
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5.6. Analisis de las Muestras
Se aplico una tincion de hematoxilina-eosina, con un corte transversal de 8 um de grosor.
El andlisis de las placas se realizo en el Laboratorio Clinico de Diagndstico Integral Veterinario de
la Carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Loja. Se uso el software llamado
MOTIC y un microscopio de la misma marca, Modelo BA310, Serie 1120002406. El equipo se
calibro con una configuracion de 10 pum, un objetivo de 4x y se realizd un conteo de 30
lecturas/placa.
Para la obtencion de cada medida se planteo la siguiente estructura:
e Profundidad de cripta: se mide la distancia, entre el borde de contacto de la vellosidad -
cripta, hasta el borde de la cripta-tinica muscular, donde se ubica la submucosa.
e Longitud de Vellosidad intestinal: se mide la distancia que existe desde el borde que se
encuentra en la luz de la vellosidad, hasta donde hace contacto con la cripta.
e El ancho de la tinica muscular: se mide las capas de la serosa, mucosa y muscular.
e Laaltura de epitelio: se mide la distancia que existe desde la mitad de la medula de la
vellosidad, hasta el exterior de su borde lateral.
A continuacién, se presenta las figuras 1, 2, 3y 4, como ejemplos de las medidas que se
obtuvieron de las estructuras histologicas del intestino delgado tomadas de los tratamientos con
diferentes niveles de inclusion de lignocelulosa

Figura 1. Medidas de estructuras histologicas de vellosidad en la mucosa intestinal del cuy, con
inclusion del 0% de lignocelulosa, L7 longitud de vellosidad.
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Figura 2. Medidas de estructuras histoldgicas de vellosidad en la mucosa intestinal del cuy, con
inclusion del 3% de lignocelulosa, L12 altura del epitelio.

Figura 3. Medidas de estructuras histoldgicas de vellosidad en la mucosa intestinal del cuy, con
inclusion del 8% de lignocelulosa, L1 profundidad de la cripta.
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Figura 4. Medidas de estructuras histologicas de vellosidad en la mucosa intestinal del cuy, con
inclusién del 12% de lignocelulosa, L7 ancho de la tdnica muscular.

5.7. Anélisis de los resultados
Para el célculo de laratio se emple0 las variables longitud de vellosidad y profundidad de cripta,
donde se uso la formula:

Ratio =longitud de la vellosidad/profundidad de la cripta
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Los datos fueron analizados mediante un Disefio Completo al Azar, con un nivel de
confianza del 95%. Para el andlisis se usé un ANAVA, con un procedimiento mixed del SAS (Sas
OnDemand for Academics) en el cual incluy6 como principal factor de variacion las dietas
experimentales, y como variable aleatoria la observacion anidada al tratamiento. Para la
comparacion de las medias se utilizd un Test de t protegido donde los p valores < 0,05 fueron
considerados como significativos; los valores >0,05 hasta 0,1 considerados como tendencia y los

valore >0,1 considerados como no significativos.
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6. Resultados
En la Tabla 2 se describe las variables morfométricas de la mucosa intestinal, usadas para
este trabajo investigativo al incluir los diferentes niveles de lignocelulosa en las raciones para las

dietas en cuyes.

Tabla 2. Variables morfométricas obtenidas de los diferentes niveles de inclusion de lignocelulosa en la
mucosidad intestinal

Niveles de lignocelulosa, % Contraste

Variables EEM! P-valor
0% 3% 8% 12% L Q
Longitud de la vellosidad, um 578% 564>  647% 675° 37,1 0,129 0,077 0,579
Profundidad de la cripta, um 127° 141 143 162° 8,07 0,039 0,004 0,702
Ratio, pm:um 4,54 4,03 4,62 425 0,335 0,582 0,539 0,837
Altura del epitelio, pm 290 318 295 29,7 0877 0,141 059 0,151

Ancho de la tanica muscular, um 952> 111* 115 109® 574 0,095 0,090 0,062

1: EEM: Error estandar de la media, n=8
Se puede apreciar una tendencia lineal (p=0,07), referente a la longitud de las vellosidades,
el alimento que contiene 12% del nivel de inclusion, por ende, hay un incremento del 20% con

respecto del nivel del 0 % que no incluye lignocelulosa.

Con lo que respecta a la profundidad de la cripta, se present6 un efecto lineal a (p=0,039),
donde la Tabla 2 nos demuestra un incremento del 28% entre el nivel del 12% de lignocelulosa

frente al que no incluye lignocelulosa.

En la variable del ancho de la tinica muscular presentada en la tabla 2 explica una tendencia
cuadratica (p=0,062), con un incremento del 21% en el nivel de lignocelulosa del 8% frente al de

0 % de inclusion de lignocelulosa.

Las respuestas lineales y cuadraticas a los niveles crecientes de la ratio y altura del epitelio
en los cobayos alimentados con las dietas, explicado en la Tabla2. No se evidenciaron
interacciones. En general, las diferencias en la morfometria intestinal entre los segmentos del
intestino delgado no fueron estadisticamente significativos (P>0,1), dando una media general de
30 um y 0,582 um respectivamente, por lo tanto, no se mostraria ningn cambio en las funciones

fisioldgicas presentes en el yeyuno.
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Figura 5. Efectos de los diferentes niveles de inclusion de lignocelulosa en la longitud de las
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variables morfométricas: longitud de las vellosidades, la profundidad de las criptas, la ratio, altura del
epitelio y ancho de la tinica muscular en cobayos. Tincion de hematoxilina y eosina, con un corte transversal
de 8 um de grosor, 4X, con la ayuda del programa MOTIC, Microscopio MOTIC 29AX E250223, Modelo
BA310, Serie 1120002406. Las diferencias significativas (P,0.05) se identifican con letras diferentes, a-b
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6. Discusion
Los autores como Mitjans & Ferrer (2004), en su estudio morfométrico del intestino delgado del
cuy durante el desarrollo, aclaran que el crecimiento de la superficie de la mucosa total aumenta
desde el dia 1 hasta la semana 12 especialmente en el yeyuno, seguido del ileon y, por Gltimo, del

duodeno.

A la vez, Bezada-Quintana et al. (2023) en un estudio histomorfométrico relacionado, obtuvo en
el yeyuno unas vellosidades con longitudes entre 340,55um a 558,94um, profundidades de criptas
de 162,98um hasta 206,44um, una ratio de 1,94 a 2,73 y una altura del epitelio que oscila entre
80,66pm a 113,88 pm.

Como menciona Pagbluyske et al. (1997), en lechones, la altura de las vellosidades, se
correlaciona positivamente con la ganancia de peso corporal y la ingesta de materia seca. Una
disminucion entre la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas, se considera
perjudicial para la absorcién y digestion de los alimentos.

Por otra parte, Macari y Luquetti (2004), explican que cuanto hay un mayor nimero de
células, un mayor tamafio de la vellosidad existe, por consiguiente, una mayor area de absorcion
de nutrientes. Por lo tanto, la absorcion se realizard adecuadamente con una integridad funcional
de las vellosidades.

La explicacion que nos da Mac Donal et al. (2015) indica que la disminucion en la relacion
entre la altura de las vellosidades y la profundidad de las criptas, en el intestino delgado se asocia
a un aumento en la tasa de proliferacion de las criptas y del nimero de células que presentan
fragmentacion del ADN (lo que indica una muerte celular programada), lo que conlleva a una
renovacion celular mas rapida.

La motilidad esta relacionada con la tunica muscular del epitelio gastrointestinal, por lo
tanto, la velocidad de paso del alimento depende del estado de esta, lo que a su vez influye en la
absorcion los nutrientes. Church ( 2002), indica que el grado de absorcion de nutrientes a partir
del conducto intestinal aumenta enormemente con el aumento de la superficie de absorcion, por lo
tanto el paso de los nutrientes hacia la sangre o linfa a través de las membranas de las células
intestinales por la difusion o transporte activo que estas realizan mejorarian: la penetracion de las
microvellosidades, la migracion de las células, el metabolismo de las células, expulsion de células

viejas, el paso a través de la membrana basa y la penetracion vascular o linfatica. A parte los
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rumiantes y pseudorumiantes tienen poblaciones altas de microorganismos que pueden generar
grandes cantidades de &cidos grasos volatiles (acético, propionico y butirico) mediante la
fermentacion anaerobia de la celulosa y almidones, por lo tanto, la ingesta de lignocelulosa aumenta
el area de la superficie del epitelio intestinal para aprovechar el gran suministro de energia que se
produce por la fermentacion.

Finalmente, la ingestion de fibra lignificada mejora la morfologia del epitelio también
podria mejorar la absorcion de alimentos y liquidos, por lo que juega un papel importante en el
alivio de la diarrea (Dobbins y Binder, 1981).
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7. Conclusiones

Los resultados de este estudio indican que la adicion de lignocelulosa hasta el 12% en la dieta de
los cobayos tiende a tener un impacto positivo al incrementar la longitud de las vellosidades de
manera lineal y un efecto cuadréatico en el ancho de la tdnica muscular. Importante destacar que
este aumento no afecta negativamente la altura del epitelio y la ratio longitud de
vellosidades/profundidad de cripta. Estos hallazgos sugieren que la inclusion de lignocelulosa a
estos niveles especificos puede tener beneficios potenciales en la estructura intestinal de los
cobayos en el post-destete.

La adicion de lignocelulosa hasta el 12 % tiene un efecto positivo al incrementar la profundidad de
la cripta de manera lineal. Sugiriendo que la inclusion de lignocelulosa en la dieta puede influir de
manera significativa en la morfologia de las criptas, lo que podria tener implicaciones importantes

para la salud y la funcionalidad del intestino delgado en el contexto de la alimentacion animal.
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8. Recomendaciones
-Tener muy claro cudl es la técnica de tincién que se va a usar para identificar las estructuras

celulares en el estudio.

- Conocer el comportamiento digestivo de los cuyes, agruparlos en parejas de pesos semejantes y

tener mucho cuidado con los comederos para evitar que la comida se desperdicie.

- Tener cuidado con las medidas obtenidas, llevar un registro de los especimenes por tratamiento

para tener valores exactos.
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10. Anexos.

Anexo 1. Adecuacion de los animales y preparacion de los tratamientos.

Figura 6. Adecuacidn de instalaciones y conformacion de los grupos experimentales

Figura 7. Elaboracion de los tratamientos
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Figura 8. Suministro de la racion experimental

Anexo 2. Recoleccién de las muestras

Figura 9. Material para la recoleccion de muestras
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Figura 10. Recoleccién de muestras

Anexo 3. Revision y andlisis de las medidas obtenidos.

Figura 11. Observacion de las muestras en el microscopio
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