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RESUMEN

Objetivos: Demostrar que la administracion oral de prebioticos y cepas probidticas
produce un efecto beneficioso inmuno-histopatoldgico intestinal y esplénico del Mus
musculus.

Material y métodos: La poblacién de estudio fueron Mus musculus (Ratones albinos)
los que se les administrd prebidticos o cepas probioéticas, luego se analizaron las
muestras a través de estudios histopatoldgicos de intestino y bazo de cada raton, se
realizaron las fijaciones y coloracion de las muestras. El andlisis estadistico se dio por
la prueba T de Bonferroni; se usaron las pruebas de comparaciones multiples en la
variable de inflamacién, el analisis de varianza Kruskal-Wallis fue usado para
determinar la diferencia entre los grupos.

Resultados: El grupo que recibié 5 cepas probioticas y 1 prebiodtico presentd una
diferencia histoldgica significativa a comparaciones de los demas grupos: mayor
numero de placas de peyer y de proteinas como albimina y globulinas (p<0.001); al
igual que mayor altura en las criptas y vellosidades del intestino delgado y grueso asi
COMO Una mucosa mas gruesa, presentando ademas una relacién vellosidad/cripta que
presento diferencia significativa (p<0.001).

Conclusiones: Las cepas Probidticas, producen cambios inmuno-histo Morfometricos,
aumentando su actividad inmune que a su vez si van acompafiadas de sustancias
prebidticas el resultado sera el 6ptimo.

Palabras clave: Microbioma gastrointestinal, prebi6tico, probiético, Mus musculus.



ABSTRACT
Objective: Demonstrate that oral administration of prebiotics and probiotic strains

produces a beneficial intestinal and splenic histopathological effect of Mus musculus.

Material y methods: The study population was albino mice (Mus musculus) to which
prebiotics or probiotic strains were administered, then the histopathological samples of
the intestine and spleen of each mouse were analyzed, the fixations and staining of the
samples were carried out. The statistical analysis was given by the Bonferroni T test;
Multiple comparison tests were used in the inflammation variable, the Kruskal-Wallis

analysis of variance was used to determine the difference between the groups.

Results: The group that received 5 probiotic strains and 1 prebiotic presented a
significant histological difference compared to the other groups: a greater number of
peyer's patches and proteins such as albumin and globulins, unlike the other groups
(p<0.001); as well as greater height in the crypts and villi of the small and large
intestine, as well as a thicker mucosa with a villi / crypt ratio that presented a significant

difference (p<0.001).

Conclusion: Probiotic strains modify the activity of the small, large intestine and
spleen; Mus musculus, increasing its immune activity, producing histomorphometric
changes, which in turn, if accompanied by prebiotic substances, the result will be the

optimal.

Keywords: Gastrointestinal microbiome, prebiotics, probiotics, Mus musculus.



INTRODUCCION

En la actualidad, ha aumentado la expectativa de vida y con ello el interés por
mantenernos sanos, al igual que se increment6 la importancia de los factores que
afectan la salud es por ello que el tema de la alimentacion ocasiona mucha
preocupacion al igual que su impacto sobre la salud de las personas (1). En afios
recientes, se ha formulado el concepto de “alimento funcional” el cual se define
como “alimentos que presentan ciertos componentes, con beneficios en el cuerpo
humano, logrando recuperar la homeostasis y disminuyendo la probabilidad de

contraer enfermedades incluso presentando efectos nutricionales sobreafiadidos”
().

Por otro lado, la ingesta de la “dieta mediterranea”, la cual estd conformada
por frutas, verduras, legumbres, y productos lacteos fermentados, sin dejar de
mencionar otros como: pescados, vino tinto y aceite de oliva en base a una
alimentacion y forma de vida saludable, ha demostrado tener efectos beneficiosos
en enfermedades crénicas, en particular sobre ciertos enfermedades
cardiovasculares y tipos de cancer. Por esta razon, la bibliografia especializada
considera que las bondades y seguimiento de la dieta mediterranea residen en su
conformacién nutricia, particularmente porque cuenta con las cepas probioéticas

y/o prebioticos siendo los principales estos altimos (3,4).

Se consideran probidticos a microorganismos vivos que al ser suministrados
en una porcion especifica producen beneficios en la salud del receptor (5); mientras

que, prebidtico se refiere a substancias seleccionadas y fermentadas que ejercen



modificaciones en la microbiota gastrointestinal (6), confiriendo asi beneficios a
la salud del huésped. Estos nutrientes son absorbidos en el intestino donde residen
diversos tipos de bacterias (microbiota) las cuales se mantienen en simbiosis con
el hospedero, por lo que van a influir de manera permanente en la fisiologia de
este. Existen investigaciones elaboradas en diferentes contextos fisioldgicos y
patologicos que demuestran la importante relacion bacteria-hospedero que se da
en la mucosa intestinal, generando asi un perfeccionamiento del sistema inmune
(7). Por ello hoy en dia, se ha retomado un alto interés en la microbiota intestinal
como un factor determinante en la salud y en la dolencia humana (8). Incluso las
sociedades cientificas especialistas en el tema han propuesto modelos nuevos que
relacionan el sistema inmunitario, los nutrientes y el cancer (9,10) o los

antimutagenos y la dieta (11).

Esto toma mayor importancia ya que la evidencia epidemioldgica demuestra
que las enfermedades gastrointestinales han presentado un incremento acelerado,
lo que se evidencia al analizar su presenciay progresividad en los ultimos decenios

(12).

Tomando en cuenta ello, los bienes llamados alimentos funcionales son de
vital importancia en el entorno de nuestra alimentacion y el mejoramiento de la
salud. Los cuales no solo deben ser considerados importantes para estar saludables,

sino también debe incluirse para evitar y mejorar ciertas enfermedades (13).

Los trabajos de investigacion, dejan evidenciar la importancia de tener

conocimiento acerca del desarrollo y la forma de actuar de los probi6ticos en seres



humanos sanos (14) como por ejemplo, el yogurt que habitualmente consumimos
incluye dos bacterias lacticas, Streptococcus thermophylus y Lactobacillus
bulgaricus, que favorecen poblando el intestino ademas de dar proteccion contra
afecciones gastrointestinales. La importancia de estas cepas es vital en la etapa
neonatal. Su presencia estimula el desarrollo del sistema inmunolégico y la
tolerancia oral a los alérgenos, generando una accion sostenida con respecto a las
defensas del cuerpo humano ademas mejora la funcién enzimética de la digestion

(15).

Diversos estudios realizados in Vitro han evidenciado el impacto de los
probidticos en patologias como intolerancia a la lactosa, infecciones del tracto
uterino, diarreas, hipercolesterolemia, vaginitis, alergia alimentaria y desordenes
inmunoldgicos (16). Por lo cual se debe considerar la evaluacion del sistema
inmune; los foliculos, linfocitos intraepiteliales, 1g A, placas de Peyer y linfocitos
de lamina propia. Asi como los nddulos linfaticos mesentéricos: células

plasmaticas, centros germinales y los granulocitos de médula ésea (17,18).

Aunque se cuenta con una gran cantidad de investigaciones que ponen de
manifiesto la importancia de los prebidticos y cepas probidticas sobre la
disminucion o mejoramiento de diversas enfermedades continda sin ser
completamente aplicado en la practica clinica. Cominmente se usa en la presencia
de patologias intestinales como la diarrea pero también tiene uso en patologias
funcionales y hasta en alteraciones extraintestinales como alergias o en la

afectacion por H. pylori. Por lo que se aconseja que cada cepa probidtica sea



estudiada de manera individual para asi establecer su efectividad ademas que sea

segura para el consumo.

Es por ello que el presente trabajo pretende aportar conocimientos acerca de
los efectos a beneficiosos a nivel inmunolégico e histopatoldgico intestinal y
esplénico del Mus musculus de la administracion oral de prebidticos y cepas

probidticas.



PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1. Enunciado del problema

¢Como influye la administracion oral de prebioticos y cepas probidticas en el

tejido intestinal y esplénico de Mus musculus?

. Justificacion

En la actualidad, los probidticos han tomado gran importancia global ya
que los estudios In-Vitro demuestran accion benéfica en las personas como:
equilibrar la microbiota intestinal, estimular el sistema inmune, actuar contra

patogenos, entre otros (19).

Posiblemente el término “Probidtico”, que etimoldgicamente procede del
griego “pro bios” (por la vida) y recientemente fue redefinido por la
Organizacion Mundial de la Salud como “organismos vivos que administrados
en cantidades adecuadas ejercen un efecto beneficioso sobre la salud del
hospedador”(20). Los probidticos més destacados son las bacterias de los
géneros Lactobacillus y Bifidobacterium, que son comensales del sistema
gastrointestinal humano y que han sido comunmente usadas en diversas

fermentaciones de alimentos (21).



No obstante, esta definicion estd en continua evolucion en un intento de
adaptarse a los nuevos conocimientos que surgen de los trabajos de
investigacion con probidticos. En este sentido, varios cientificos han
demostrado que algunos microorganismos inactivados, e incluso sus
componentes celulares, pueden ejercer un efecto beneficioso en la salud, por lo
que todos estos hallazgos deberan considerarse en futuras revisiones del

concepto de probioticos (22).

Los prebidticos son compuestos no digeribles de la dieta (formados
principalmente de galacto y fructo oligosacaridos), que promueven efectos
benéficos al estimular de manera selectiva el desarrollo y/o produccion de

bacterias del colon, que mejoran la salud del anfitrion (23).

Incluso, existen investigaciones en animales libres de bacterias en las que
se evidencian ausencia total de microbiota intestinal lo que genera
modificaciones significativas en la funcion y estructura intestinal, esto se
evidencia con disminucion de la cantidad de vellosidades y criptas poco
profundas, asi como leucocitos disminuidos en nimero, ademas de disminucion
de la densidad y el nimero de las placas de peyer; todo ello demostraria el

efecto benéfico de las cepas prebidticas y probioticas (24,25).

En esta situacion, y al no encontrarse estudios en vivo realizados se propuso
estudiar el efecto de prebioticos y de las cepas Probioticas en tejido intestinal y

esplénico del Mus musculus.



3. Objetivos

a) General

Demostrar que la administracion oral de prebioticos y cepas probidticas
produce un efecto beneficioso inmunolodgico histopatoldgico intestinal y

esplénico del Mus musculus.

b) Especificos

Demostrar que el efecto inmuno- Histo - Morfometrico de los prebi6ticos
y cepas Probidticas administradas via oral es favorable en el tejido
intestinal y esplénico de Mus musculus.

Determinar la inmuno- Histo — Morfometrica intestinal y esplénica del
grupo en estudio con dos cepas Probi6ticas (Lactobacillus bulgaricus y
Streptococcus thermophilus).

Determinar la inmuno- Histo - Morfometrico intestinal y esplénica del
grupo en estudio con cinco cepas Probidticas. (Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium, Lactobacillus acidéfilus y
Lactobacillus casei inmunitas).

Determinar la inmuno- Histo - Morfometrico intestinal y esplénica del
grupo en estudio con prebioticos (FOS-fructooligosacaridos) y dos cepas
Probioticas (Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus).

Determinar la inmuno- Histo - Morfometrico intestinal y esplénica del



grupo en estudio con prebidticos (FOS-fructooligosacaridos) y cinco
cepas Probidticas (Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium, Lactobacillus acidéfilus y Lactobacillus casei

inmunitas).

Determinar la inmuno- Histo - Morfometrico intestinal y esplénica del
grupo en estudio con farmaco (Vacuna Gel NB NF) con 2 cepas
probioticas (Lactobacillus acidophilus y bulgaricus) en concentracién >

x107 ufc/200 mll.



I1l. METODOLOGIA

3.1. Disefio de estudio
Estudio cuantitativo, experimental, aplicado.
3.2. Poblacion, muestra y muestreo

Poblacion: Estuvo conformada por especimenes Ratones albinos (Mus
musculus) hembras adultas, obtenidos del Instituto Nacional de Salud (Lima,

Per0).

Los especimenes fueron sometidos a un periodo de adaptacion de 14 dias con

el mismo régimen de alimentacion.

Muestra: Para la obtencién del tamafio muestral se us6 la férmula de Maxel

para investigacion en Laboratorio.
n=(Za/2+ZB)? &
Donde:
Z0/2=1.96 para una seguridad del 95% (a=00,5)
ZP= 0.84 para un poder de la prueba del 80%
6= Coeficiente de Variacion de las diferencias (1<6<3)
Tomando valores:
Za/2=1.96

ZB=0.84



La muestra por cada grupo fue de 8 ratones haciendo un total de 56 roedores

de la especie Mus musculus.

Criterios de inclusion:

- Ratones (Mus musculus) sanos

- Sexo Femenino

- En intervalo de edad de 32 dias

- Pesos corporales entre 20+2 g

Criterios de exclusion:

- Ratones que no cumplan lo establecido en los criterios de inclusion.

- Ratones que enfermen durante la experimentacion.

10



3.3. Operazionalizacién de variables

TIPO
DE
DEFINICIO VARIA
N ) BLE Y
VARIABLE INDICADOR CATEGORIA
OPERACI ESCAL
ONAL A DE
MEDIC
ION
Administraci6  Nutrientes que 5 cepas probidticas e Administracion  de Cuantitativ
n oral de seran e Lactobacillus ninguna cepa a, de
prebidticos y administrados acidophilus probidtica 0 Razon
cepas de manera oral e Bifidobacterium prebictico
probioticas por medio de | actobacillus e Administracion de 2

yogurt, que
seran
absorbidos en

el intestino.

bulgaricus
e Streptococcus
thermophilus
e Lactobacillus

casei inmunitas

cepas probidticos.
Administracion de 2
cepas probioticos y un
prebidtico.
Administracion de 5

cepas probidticos.

11



Efecto a nivel

histologico

intestinal

Modificacione

S a nivel

histoldgico

intestinal

Prebi6ticos: FOS-

fructooligosacéridos

Placas de Peyer

Linfocitos de Ila

lamina propia

Proteina  Totales
(mg/dL)
Altura de

Vellosidades por
mm?

Numero de
Vellosidades por
mm?

Vascularizacion

e Valor

e Administracion de 5

cepas probioticos y un

prebidtico.

o Valor hallado

e Valor exacto hallado

e Albimina (mg/dL)

e Globulina (mg/dL)

hallado en

milimetros (mm)

e Valor hallado

e 0= Normal

Cuantitativ
a, de

Razoén

Cuantitativ
a, de
Razon
Cuantitativ
a, de
Razon
Cuantitativ
a, de
Razon
Cuantitativ
a, de
Razon
Cuantitativ

a, ordinal

12



Inflamacion

intestino

0=ninguna
1+=infiltracion
confinada a la mucosa
2+=infiltracion de
mucosa mas minima
submucosa

3+= PMN agregado
en submucosa
4+=infiltracion propia

de la muscular.

Cuantitativ

a, ordinal
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Relacion
Vellosidad/Cript
a

Espesor de la
mucosa en
Intestino

Goblet Cells del

Intestino

Valor hallado

Valor hallado en

milimetros (mm)

0 = células mucosas
presentes a lo largo de
toda la longitud de la
vellosidad

1+ = células mucosas
presentes en el 75%
de la longitud

2+ = células mucosas
presentes en el 50%
de la longitud

3+= células mucosas
presentes en el 25%
de longitud

4+ = células mucosas

No presentes.

Cuantitativ
a, de
Razon
Cuantitativ
a, de
Razon
Cuantitativ

a, ordinal

14



Efecto a nivel Modificaciones Bazo e Modificaciones Cuantitativ

histolégico a nivel histopatolégicas. a, de
esplénico histoldgico Razon
esplénico

3.4. Procedimientos y Técnicas

Se llevdo a cabo un trabajo experimental en el laboratorio de
microbiologia de la Escuela de Medicina de la Universidad Nacional de
Trujillo. Los ratones se adquirieron en el bioterio del Instituto Nacional de
Salud - Per0, pertenecientes a la especie Mus musculus Balb/c/CNPB; ademas,
se usaron hembras adultas de 32 dias de edad exacta, con un peso medio de
20 g, fueron alojados en jaulas de policarbonato (jaula tipo 111, Techniplast,
Italia) con una temperatura adecuada entre 22 a 24° C, con libre acceso de

comida y agua y con fotoperiodos de 12 horas.

La muestra estuvo conformada por 56 ratones hembras, las cuales se
distribuyeron por aleatorizacion simple en siete grupos conformado de ocho
ratones cada uno (cinco grupos experimentales y dos controles), a los que se
asigno un codigo de identificacion (Tabla 1). Para el periodo de adaptacion de
la muestra se tomo en cuenta 14 dias en el laboratorio con el mismo régimen
alimenticio, en este lapso no se suministrd prebioticos o cepas probidticas, ni
se le realizo algun tipo de procedimiento. El 15° dia se consideré como el

primer dia donde se efectud la toma de pesos de los ratones y demas

15



observaciones necesarias que fueron especificadas la ficha de investigacion

de cada raton.

Tabla 1. Los siete grupos segun clasificacion y alimentacion de los ratones.

Grupo Tipo Alimentacion Alimentacion adicional con 1 ml ¢/8 horas

habitual

I Grupo Control Arroz Ninguna

Il Grupo Control Arroz Ninguna

111 Grupo Caso Arroz Yogurt con 2 cepas Probidticas (Lactobacillus
bulgaricus y Streptococcus thermophilus).

IV Grupo Caso Arroz Yogurt con 2 cepas Probidticas (Lactobacillus
bulgaricus y Streptococcus thermophilus). +
prebidticos (FOS-fructooligosacaridos)

V Grupo Caso Arroz Farmaco (Vacuna Gel NB NF) con 2 cepas
Probioticas (Lactobacillus bulgaricus vy
acidophilus) en concentracién no menor a > x10’
UFC/100 ml.

VI Grupo Caso Arroz Yogurt con 5 cepas Probiéticas (Lactobacillus

acidophilus,  Bifidobacterium,  Lactobacillus

16



bulgaricus,  Streptococcus  thermophilus vy

Lactobacillus casei inmunitas).

Vil Caso Arroz Yogurt con 5 cepas Probidticas (Lactobacillus
Grupo acidophilus,  Bifidobacterium,  Lactobacillus
bulgaricus,  Streptococcus  thermophilus vy
Lactobacillus casei inmunitas) + prebiéticos (FOS-

fructooligosacaridos)

El alimento asignado para cada ratén consté de 1 ml de yogur cada 8 horas, el
que contenia o 108 unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de prebidticos
0 1.18 x 108 UFC de probidticos; el proceso de recuento de UFC se realiz6 mediante
diluciones seriadas 1:10 con posterior extension en una placa de 0.1 ml de dicha
dilucién, las placas fueron incubadas hasta que las colonias pudieran visualizarse para
su posterior recuento.. En el caso del farmaco (Vacuna Gel NB NF) por cada 1 ml

recibié 107 UFC de probidticos

A los grupos I1, 1V, V, VI, VII; se les alimento por un lapso de 60 dias, luego
de los cuales se les sacrifico usando la técnica de decorticacion; en seguida a los ratones
se les realiz6 autopsia; extrayendo el intestino delgado, intestino grueso y bazo para ser
analizados. En proceso de simple ciego se obtuvieron vistas micro y macroscopicas del
intestino delgado, intestino grueso y bazo de los ratones parte del experimento. Similar

procedimiento se realiz6 con el grupo 1y 11, luego de los primeros 14 dias de adaptacion

17



en el primer grupo y luego de 74 dias de alimentacion en el segundo, teniendo asi dos

controles al inicio y al final del experimento.

A todos los ratones se les tomO muestra sanguinea punzando la zona
mandibular. Las biopsias se mantuvieron en formol y fueron transportadas en pomos
titulados con el cadigo respectivo de cada raton, al laboratorio de anatomia patologica
del Hospital Regional Docente de Trujillo donde las muestras fueron fijadas por 48
horas en una solucion tamponada de formalina con zinc. Luego se aplicd un
procedimiento similar a lo realizado por Okoshi, K. y colaboradores (26) en el 2008,
quienes lo validaron; las muestras fueron cortadas por un micrétomo en rodajas de 4
um de espesor; se colocaron en una lamina portaobjetos adhiriéndolas en la misma
desparafinandose en xilol en 2 ocasiones por cinco minutos; fueron rehidratadas con
etanol de 100% y 95%, y se lavaron en solucion tamponada de fosfatos por 5 minutos.
Para el anélisis histoldgico basico se manejaron las siguientes técnicas: hematoxilina y
eosina (HE) y tricrémica de Gomori (TG). Mientras que para el estudio histoquimico
se uso la técnica del acido peryodico-reactivo de Schiff (PAS). Luego, se procedio al
analisis anatomopatoldgico en forma de simple ciego. El &cido transretinoico atenta la

fibrosis intestinal inducida por radiacion en ratones. (27,28).

El material que se us6 para la extraccion sanguinea comprendid: agujas
comunes (BD Microlance, Becton Dickinson, EE.UU.) de 21G a 23G, dependiendo de
las dimensiones del raton ademas de tubos Eppendorf para recoger la muestra

sanguinea. De la misma forma, se dispuso lancetas usadas particularmente para este

18



tipo de trabajo (Goldenrod animal lancet, 4 mm, 5 mm y 55 mm, Medipoint,

EE.UU.)(29).

La obtencidn se realizé sujetando al raton de la piel del cuello generando la
traccion necesaria como para disminuir transitoriamente el retorno venoso yugular,
facilitando asi el sangrado, aunque se tomo cuidado de que el ratdn respire sin

dificultad(30).

Asimismo, el experimento se efectud bajo los principios elementales que se
aplican en las investigaciones biomédicas con animales que fueron creados en el afio
1985 por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas de la

Organizacion Mundial de la Salud(31).

Analisis estadistico de datos:

Las diferencias entre los grupos han sido evaluadas usando el andlisis de
varianza. La prueba T de Bonferroni fue usada para las pruebas de comparaciones
multiples. Segmentos individuales de intestino han sido categorizados para inflamacion
(la inflamacién basada en la infiltracion polimorfonuclear de la pared intestinal:
0=ninguna, 1+=infiltracion confinada a la mucosa, 2+=infiltracion de mucosa mas
minima submucosa, 3+= PMN agregado en submucosa, y 4+=infiltracion propia de la

muscular(32).

La Vascularizacion fue estimada de acuerdo al grado de llenado de los vasos
sanguineos y de la fuga de los eritrocitos de los vasos: 0 = Normal, I+ = dilatacion de

los vasos con estasis de los eritrocitos, 2+ = diapédesis eritrocitaria, 3+ = hemorragia

19



intersticial, y 4+ = hemorragia extensiva. Goblet cell (0 = células mucosas presentes a
lo largo de toda la longitud de la vellosidad, 1+ = células mucosas presentes en el 75%
de la longitud; 2+ = células mucosa presentes en el 50% de la longitud; 3+= células
mucosas presentes en el 25% de longitud; y 4+ = células mucosas no presentes.) segln

el score subjetivo descrito por Guzman- Stein et al.

Las diferencias en inflamacion, Vascularizacion han sido evaluadas por el
analisis de varianza de Kruskal-Wallis, Cuando el valor de P obtenido de las pruebas
estadisticas Kruskal-Wallis sea significativo, la prueba de comparacion multiple fue
usada para determinar la diferencia entre los grupos. Para el andlisis de la parte

estadistica se usé el programa SPSS v26.0.

Los datos seran expresados en promedios + SD para el niUmero de especimenes
presentados en paréntesis. Valores de p de comparaciones entre 2 grupos de cada fase
determinada por la Prueba T student o la Prueba de Mann-Whitney. Se consider6 p <

0.05 estadisticamente significativo.

Aspectos éticos

El presente trabajo fue presentado para su evaluacién y aprobacién a los
Comités de Etica Institucional de la Facultad de Medicina de la Universidad Privada
Antenor Orrego y del Hospital Regional Docente de Trujillo. Se hizo uso de las 3 “R™s
que implica refinar, reemplazar y reducir para hacer uso de la cantidad minima de
animales en investigacion (33) ademas de tomar en cuenta los principios establecidos
en el Simposio Internacional sobre el animal de laboratorio al servicio del hombre

celebrado en Lyon en 1979 donde se describe que los animales de laboratorio podran

20



y deberéan ser usados como reactivos ecoldgicos y bioldgicos beneficiando a la salud
publica y la ciencia, cada vez que no puedan ser reemplazados por distintos procesos

(34).
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IV. RESULTADOS:
Lo primero que se pudo evaluar acerca del efecto a nivel histologico intestinal fuer
el nimero de placas de peyer donde se encontrd que el grupo que recibid 5 cepas
probidticas y prebiodticos desarrolld6 mayor cantidad de estas placas. Se observa
diferencia altamente significativa (p<0.001) entre el caso 5 con 11 placas de peyer
y los otros grupos, muy significativa (p<0.01) entre el caso 4 con 9.38 placas de
peyery los casos 1 (8.38 placas de peyer) y 3 (8.13 placas de peyer); y significativa
(p<0.05) entre el caso 2 (8.88 placas de peyer) y los controles (control 1y 2 con

7.50y 7.63 placas de peyer respectivamente) (Figura 1).

(1 N

10

—&— Placas de Peyer

S Control 1 Control 2 Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso 5 )

Figura 1: Promedio de Placas de Peyer segun grupo de investigacion
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En relacion a las proteinas totales y fraccionadas halladas en el intestino de los
ratones se evidencio un nimero mayor en el grupo que recibio 5 cepas probidticas
y prebiodticos a comparacion de los demas grupos evaluados. Se encuentra
diferencia altamente significativa (p<0.001) entre el caso 5 y los otros grupos, muy
significativa (p<0.01) entre el caso 4 y los casos 1y 3; y significativa (p<0.05)
entre el caso 2y caso 3;y el caso 1y los controles. En relacion a la Albumina se
encuentra diferencia altamente significativa (p<0.001) entre el caso 5 y los otros
grupos, muy significativa (p<0.01) entre el caso 4 y los casos 1y 3; y significativa
(p<0.05) entre el caso 2 y caso 3. En las Globulinas se encuentra diferencia
altamente significativa (p<0.001) entre el caso 5 y los otros grupos, muy
significativa (p<0.01) entre el caso 4 y los casos 1y 3; y significativa (p<0.05)

entre el caso 2y el control 1 (Figura 2).
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Figura 2: Promedio de Proteinas y Fraccionadas segun grupo de investigacion.

Con respecto a la altura de las criptas en el intestino se halld que los grupos que habian
recibido 5 cepas probioticas y 5 cepas prébioticas y prebioticos hacian desarrollado una
mayor altura en comparacién a los demas grupos. En relacion al intestino delgado se
encontro diferencia altamente significativa (p<0.001) entre el caso 5 y los otros grupos,
muy significativa (p<0.01) entre el caso 4,2 y los controles. En el intestino grueso se
encontro diferencia altamente significativa (p<0.001) entre el caso 5 y los otros grupos,
muy significativa (p<0.01) entre el caso 4 y los otros grupos, y significativa entre el

caso 2y los controles y el caso 3 (Figura 3).
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Figura 3: Promedio de altura de las criptas en el intestino, segun grupo de

investigacion.

El espesor de la mucosa del intestino delgado y grueso fue mayor en el grupo que
recibi6é 5 cepas prébioticas y prebidticos en comparacion a los demas. En relacion al
intestino delgado se encontro diferencia altamente significativa (p<0.001) entre el caso
5y los otros grupos, muy significativa (p<0.01) entre el caso 4 y los controles y el
caso 3. En el intestino grueso se encontro diferencia altamente significativa (p<0.001)
entre el caso 5,4 y los otros grupos, muy significativa (p<0.01) entre el caso 2 y los

controles y el caso 3 (Figura 4).
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Espesor de la mucosa en Intestino delgado (mm): Yeyuno Espesor de la mucosa en Intestino Grueso (mm)

Figura 4: Promedio de espesor de la mucosa en intestino delgado y grueso segun

grupo de investigacion.

La altura de las vellosidades fue mayor en el grupo que recibi6 5 cepas probidticas y
prebidticos a comparacion de los deméas grupos. Se encontro diferencia altamente
significativa (p<0.001) entre el caso 5 y los otros grupos, muy significativa (p<0.01)
entre el caso 4 y los otros grupos, y significativa (p<0.05) entre el caso 2 y el control

1.
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Control 1 Control 2 Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4
Altura de Vellosidades por mm2 en Intestino delgado (mm): Yeyuno

Figura 5: Promedio de Altura de Vellosidades por mm? en intestino delgado, segin

grupo de investigacion

La relacion vellosidad/cripta se mantuvo en 5:1 en el grupo que recibié 5 cepas
probidticas y prebiodticos a comparacion de los demas grupos. Se encontro diferencia

significativa (p<0.05) entre el caso 5y los otros grupos (Figura 6).
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Figura 6: Relacion Vellosidad/Cripta en el intestino delgado segun grupo de

investigacion.

Por ultimo, en la tabla 2 podemos evidenciar que se observaron diferencias
significativas entre los linfocitos, la vascularizacién, inflamacion y goblet cells del
intestino y del bazo de los Mus musculus estudiados del grupo 1V a comparacion de

los demaés grupos.
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Tabla N° 02: Comparacion de pardmetros Inmunohistoquimicos del intestino
delgado, grueso y el Bazo; de los diferentes grupos de investigacion

P Sig
Linfocitos de la lamina propia
Control 2 VS Caso 4 0.0385 Sig
Control 2 VS Caso 5 0.0385 Sig
Caso 3 VS Caso 4 0.0385 Sig
Caso 3 VS Caso 5 0.0385 Sig
Vascularizacion
Control 2 VS Caso 4 0.0385 Sig
Control 2 VS Caso 5 0.0002 Sig
Caso 1 VS Caso 4 0.0385 Sig
Caso 1 VS Caso 5 0.0002 Sig
Caso 2 VS Caso 5 0.007 Sig
Caso 3 VS Caso 4 0.0385 Sig
Caso 3 VS Caso 5 0.0002 Sig
Caso 4 VS Caso 5 0.0385 Sig
Inflamacion Intestino Delgado
Control 2 VS Caso 4 0.0385 Sig
Control 2 VS Caso 5 0.0002 Sig
Caso 1 VS Caso 4 0.0385 Sig
Caso 1l VS Caso5 0.0002 Sig
Caso 2 VS Caso4 0.0385 Sig
Caso 2 VS Caso5 0.007 Sig
Caso 3 VS Caso 4 0.0385 Sig
Caso 3 VS Caso 5 0.0002 Sig
Caso 4 VS Caso 5 0.0385 Sig
Inflamacion Intestino Grueso
Control 2 VS Caso 5 0.0002 Sig
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Caso 1 VS Caso 5 0.0002 Sig
Caso 2 VS Caso 5 0.0002 Sig
Caso 3 VS Caso 5 0.0002 Sig
Caso 4 VS Caso 5 0.007 Sig
Globet Cells Intestino Delgado

Control 2 VS Caso 4 0.0385 Sig
Control 2 VS Caso 5 0.007 Sig
Caso 1 VS Caso 4 0.0385 Sig
Caso 1 VS Caso5 0.007 Sig
Caso 2 VS Caso4 0.0385 Sig
Caso 2 VS Caso 5 0.007 Sig
Caso 3 VS Caso 4 0.0385 Sig
Caso 3 VS Caso 5 0.007 Sig
Globet Cells Intestino Grueso

Control 2 VS Caso 5 0.007 Sig
Caso 1 VS Caso 5 0.007 Sig
Caso 2 VS Caso 5 0.007 Sig
Caso 3 VS Caso 5 0.007 Sig
Bazo

Control 2 VS Caso 1 0.0002 Sig
Control 2 VS Caso 2 0.0002 Sig
Control 2 VS Caso 3 0.0002 Sig
Control 2 VS Caso 4 0.0002 Sig
Control 2 VS Caso 5 0.0002 Sig
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V. DISCUSION:

Actualmente existen multiples articulos publicados que han investigado acerca
de la asociacion entre los probidticos (levaduras y bacterias acidolacticas) y la
generacion de patologias crénicas (alergias, cancer, etc.) demostrando que existe un

efecto benéfico para prevenir las mismas(35,36).

En el presente estudio se evidencid que, el crecimiento esperado de las ratas y
su desarrollo metabolico parece no verse afectado con el consumo de cepas probioticas
lo que podria ayudar a incluirlas con las dosis estudiadas en la dieta como

suplemento(37).

No obstante, la Inmuno — Histo - Morfometria intestinal y la motilidad del
intestino delgado, es modificada por el consumo de ambas cepas. Aparentemente
activan el sistema inmunoldgico intestinal, debido a que se observa un incremento en
el nimero de placas de Peyer del yeyuno de las ratas y un incremento en el recuento
linfocitario en su colon. Esto concuerda con un probable efecto inmunomodulador de

los probidticos referido en diversas investigaciones(35,36).

Las modificaciones histologicas que se evidenciaron en el estudio fueron
aumento de numero de placas de peyer, proteinas totales y fraccionadas asi como
namero de vellosidades y espesor de la mucosa del intestino fueron similares a las
halladas por Sanchez-Morales A y colaboradores (38) en su articulo “Efectividad de
probioticos sobre sintomas, histologia y tolerancia alimentaria en colitis ulcerativa” en

donde se evidencié que los pacientes que presentaron una dieta enriquecida con
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probidticos y prebidticos presentd una remision de alteraciones histoldgicas intestinales
con mejoria en tres meses a comparacion de los que no habian seguida la misma dieta.
Otro estudio que refuerza lo hallado por el nuestro es el de Bermudez-Medranda A.E.
y colaboradores (39), quienes demostraron que al administrarle probidticos al pez
Dormitator latifrons (chame), desarrollo un aumento de la longitud y ramificaciones
de las vellosidades del intestino. Al igual que, Ramos-Rico B (40) en su tesis “Relacion
Entre Parametros Productivos y Hallazgos Histomorfoldgicos Intestinales en Pollos de
Engorde Suplementados con Probidticos” se puede evidenciar que los intestinos de los
pollos que fueron suplementados con probioticos por 20 dias prsentaron una mayor
altura de la vellosidad, ancho apical, ancho basal, area de la vellosidad, diametro

longitudinal, didmetro transversal y area de la cripta.

A su vez, se logra evidenciar alteraciones inmunoldgicas positivas en el
intestino y bazo de los Mus musculus evaluados donde se encuentra mayor desarrollo
de los mismos en aquellos que recibieron la mayor cantidad de cepas probidticas y
prebidticos. Existe una buena cantidad de Goblet Cells en intestino grueso, lo cual seria
muy beneficioso en la produccién de moco, muy necesaria en este érgano. Hay
diferencia significativa entre los especimenes que tuvieron dieta a base de cepas

probidticas y los que no recibieron, lo cual redunda en una mejor respuesta inmunitaria.

Similar a lo hallado en una revision sistematica realizada por Sebastian-
Domingo JJ (41), quien determiné que los probidticos han demostrado su eficacia y
beneficios en los casos de gastroenteritis al modificar la estructura del intestino delgado

y grueso. Incluso en el 2019, la Grupo Espafiol de Trabajo en Enfermedad de Crohny
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Colitis Ulcerosa (42) recomendd el uso de probioticos, ya que luego de las
enfermedades como Crohn ayudan a reconstruir el trénsito intestinal. Castafieda-
Guillot CD (43) también demostro que los probioticos tenian un potencial de modificar

la microbiota coldnica luego de fermentarla con una o mas bacterias.
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VI. CONCLUSIONES

Se concluye que las cepas probioticas modifican la actividad del intestino
delgado, grueso y Bazo del Mus musculus, aumentando su actividad inmune,
produciendo cambios histo Morfometricos.

La administracion de una dieta con probioticos y prebioticos de manera oral es
favorable para el tejido intestinal y esplénico del Mus musculus.

Se evidenciaron modificaciones no significativas de los tejidos intestinales y
esplénicos del Mus musculus que formd parte del grupo que recibi6 dos cepas
probidticas.

Se evidenciaron modificaciones no significativas del tejido intestinal pero
modificaciones significativas a nivel del tejido esplénico del Mus musculus que
formo parte del grupo que recibi6 dos cepas probidticas.

Se evidenciaron modificaciones significativas de los tejidos intestinales y
esplénicos del Mus musculus que formo parte del grupo que recibi6 cinco cepas
probidticas.

Se evidenciaron modificaciones no significativas del tejido intestinal pero
modificaciones significativas a nivel del tejido esplénico del Mus musculus que
formo parte del grupo que recibié dos cepas probidticas y prebidticos.

Se evidenciaron modificaciones significativas de los tejidos intestinales y
esplenicos del Mus musculus que formo parte del grupo que recibio cinco cepas

probidticas y prebidticos.
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Se evidenciaron modificaciones no significativas del tejido intestinal pero
modificaciones significativas a nivel del tejido esplénico del Mus musculus que
formo parte del grupo que recibié dos cepas probioticas en concentracion >

x107 ufc/100 ml.

35



VIl. RECOMENDACIONES
e Se recomienda realizar ensayos clinicos para evidenciar la

concentracion necesaria para su efecto benéfico en el ser humano.
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