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RESUMEN

OBJETIVOQ: Analizar el efecto de niveles elevados de salvado de malz natural o modificado y de
colesterol sobre diversos parametros nutricionales, morfométricos y ultraestructurales en intestino
grueso de ratas en crecimiento. METODOLOGIA: Se utilizaron 91 ratas Wistar machos, 28-30 dias
de edad, 100 £ 10 g de peso inicial. Los animales se dividieron en 7 grupos, con 3 repeticiones (de
10, 2 y 1 animal por grupo). Los periodos de prueba tuvieron una duracién de 28 dias, los grupos
recibieron diferentes dietas: Basal (B), Basal - Celulosa (BCEL), Basal - Celulosa - Colesterol
(BCELCOL), Basal - Fibra de Mafz Natural (BFMN), Basal - Fibra de Maiz Acida Alcalina (BFMAA),
Basal - Fibra de Maiz Acida Alcalina - Colesterol (BFMAACOL), Basal - Fibra de Maiz Acida Alcalina
Extrusada (BFMAAE). 1a fibra se incorporé al 10% y el colestero! al 1%. Las dietas fueron
isocaloricas (3.5 Mcal/lKg) e isoproteicas (20% P.C.) El estudio se realizd con base al Codigo
Internacional sobre animales de experimentacion, Cada tercer dia se registré el consumo y rechazo
de alimento, de manera semana!l se registrd peso corporal, para calcular ganancia de peso y
conversidn alimenticia. Los animales fueron sacrificados, para obtener peso de intestino e higado, pH
de ciego, y muestras representativas de ciego, colon proximal y distal. Las muestras se fijaron en
glutaraldehido al 1.5%, se posfijaron en tetradxido de osmio al 2%, durante 1 h, para su posterior
deshidratacién en series crecientes de etanol y su inclusién en resina spoxica. Para cuantificar los
parametros morfométricos se utilizaron cortes de 0.5 pm tefidos con azul de toluidina y un
microscopio Leica con analizador de imagenes computarizado. Para el analisis ultraestructural se
hicieron cortes de 90 nm y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo, se observaron
en un microscopio electronico de transmisién Jeol Jem-1010. La evaluacion estadistica se realizd por
medio de ANVA y DMS (nivel de significancia de 0.05). RESULTADOS: El mayor peso corporal fue
para el grupo B (300.85 g). El peso de intestino grueso fue mayor para los grupos BFMAA (6.62 g) vy
BFMAACOL (5.45 g). Con respecto a higado el mayor peso fue para los grupos BCELCOL y
BFMAACOL (13.59 g y 13.47 g respectivamente}. El consumo de alimento presento un valor de 18-21
g por dia sin diferencias importantes por efecto de los tratamientos. La menor conversion alimenticia
fue para el grupo BFMAAE (2.92). Para pH cecal se registraron valores cercanos al neutro, siendo el
mayor para el grupo B (7.17) y menor para los grupos BFMAACOL (6.54) y BFMAA (6.63). En ciego
se encontrd un comportamiento similar para espesor de mucosa y profundidad de criptas, ya que los
grupos experimentales presentaron valores mayores que el grupo B. El nimero de criptas fue mayor
solo para los grupos BCEL (19/mm) y BFMN (18.29/mm). En colon proximal los parametros
analizados son similares 0 menores estadisticamente que el grupo B. Para colon distal tanto el
espesor de fa mucosa como de criptas fue mayor para los grupos que recibieron celulosa o satvado
de maiz natural. El nimero de criptas fue similar entre los grupos tanto control como experimentales
{18-21/mm). La profundidad de criptas fue mayor para los grupos BCEL, BCELCOL, BFMN (231-260
um). El porcentaje de células columnares (60-76%) y caliciformes (17-24%) presentd diferencias en
colon proximal. Para células enteroendocrinas, se encontrd un aumento en ciego, principalmente en
ratas que recibieron salvado de malz natural (5.57%) y celulosa (3.66%). El indice de proliferacidn
celular fue muy homogéneo en ciego (15-21%), en colon proximal el grupo basal presentd un valor
medio y para colon distal los grupos expernimentales presentaron los valores mayores. Para células en
proceso de muerte; el grupo basal presentd el menor nimero. El andlisis descriptivo ultraestructural
de ias células epiteliales no muestra diferencias importantes por la presencia de fibra y colesteroi en
la dieta. CONCLUSIONES: Las ratas que recibleron niveles elevados de fibra en la dieta, tuvieron
menor ganancia de peso, sin embargo fa conversién alimenticia fue adecuada. La presencia de
salvado de malz acida-alcalina aument6 el peso de intestino grueso, dato que ceincide con valores
mayores en espesor de mucosa y profundidad de criptas cecalss. E! peso de higado aumentd
significativamente por la inclusién del 1% de colesterol en la dieta, sin que la presencia de salvado de
malz &cida alcalina disminuyera la acumulacién ds [pidos. La respuesta encontrada en los diversos
parametros morfométricos fue regional. En ciego, para la mayoria de los grupos experimentales
aumentd el espesor de muccsa y las dimensiones de criptas. La proporcion de células
enteroendocrinas ¢ indeferenciadas fue mayor para algunos grupos experimentales. Las células en
proceso de proliferacion y muerte correlacionaron para colon proximal.



ANTECEDENTES

La Salud Publica Veterinaria es una disciplina con un extenso ambito de
acciones, entre las que se encuentran: Promocién de la salud animal para
incrementar la produccién de proteina de origen animal. Proteccién de los alimentos
para consumo humano. Vigilancia, prevencion y erradicacién de las zoonosis.
Promocion de la protecciébn del medio ambiente y la medicina comparada o
biomédicina (Casas et al., 1991; Ruiz et al., 1992; Bremner, 1997).

El objetivo central de la medicina comparada o biomédicina es el desarrollo
de modelos biomédicos, que promoveran la conservacién y reproduccién de
animales de laboratorio, asi como su uso racional y ético en el avance de las
ciencias médicas, lo que permitird ampliar el conocimiento de las enfermedades
(Aranbulo, 1991; Schwabe, 1991; Hold et al., 1992).

Asi, existen diversos modelos experimentales para el estudio de
padecimientos como: ateroesclerosis, diabetes y cancer entre otros. Los estudios
deben cumplir con las reglas internacionales para experimentos con animales de
laboratorio (Howard-Jones, 1985).

Los estudios sobre oncologia comparada se desarrollan sobre dos principales
lineas de accion: 1) Investigacion clinica e histopatolégica de cancer animal, el
desarrollo de |a clasificacién y nomenclatura de tumores animales, y 2) la reuniéon de
informacién epidemiolégica sobre tumores animales (Kaplan et al., 1991).

La utilizacién de animales de diversas especies, como modelos biolégicos, ha
permitido grandes avances en el conocimiento de los factores, asi como de los
mecanismos directos e indirectos de diversos procedimientos oncoldgicos tanto
humanos como animales (Dobson, 1993).

De los padecimientos mas cominmente estudiados se encuentran los
relacionados con alteraciones del tracto gastrointestinal, los cuales se asocian con
modificaciones importantes de la morfologia y proliferacion celular del intestino,
debido a una serie de factores. Entre éstos se mencionan principalmente factores

dietéticos: presencia de tdxicos, habitos alimenticios (Armstrong, 1982; Chavez y et
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al., 1993), consistencia o presentacién de la dieta (Ryan et al., 1979; Young et al.,
1980; Aguilar-Nascimento et al., 1998). Las alteraciones del tracto gastrointestinal se
relacionan de manera hipotética con elementos de la dieta como fibra, lipidos y
proteina (Walker, 1976; Armstrong, 1982; Konishi et al., 1984; Lundin et al., 1993;
Jin et al., 1994; Howard, 1995; Stark et al., 1996; Compher et al., 1999).

El tracto gastrointestinal, es un tubo hueco de diametro variable segun la
region, presenta la misma organizacién estructural en toda su longitud. La pared del
tubo se forma por cuatro capas, que son, desde la luz hacia fuera: mucosa,
submucosa, muscular y serosa o adventicia (Ross et al., 1999).

La mucosa del tubo digestivo tiene tres funciones principales: de barrera,
secretora y de absorcidbn. La mucosa se compone por epitelio, submucosa y
muscular interna. En el epitelio del intestino grueso, las células de absorcion
columnares predominan sobre las caliciformes (4:1), encontrdndose ademas células
enteroendocrinas, de Paneth, indiferenciadas y figuras mitdticas (Geneser-Finn,
1993; Junqueira et al., 1996).

Las células epiteliales intestinales, se originan de células madres
pluripotenciales localizadas en el fondo de la cripta intestinal, el tercio inferior de la
cripta, constituye la zona normal de replicacién. Las células migran hacia la
superficie y las células seniles se descaman en la luz del punto medio entre dos
criptas adyacentes (Geneser-Finn, 1993; Junqueira et al., 1996).

El intestino grueso de rata, mide aproximadarﬁente 15 cm y se divide en
ciego, colon y recto. El ciego esta dividido por un septo interno, se distingue por lo
tanto la regién basal y apical (Bivin, 1979). Las criptas mucosas son poco profundas
y se caracterizan por presentar mayor nimero de células caliciformes, sobre todo en
la parte basal de las criptas. Las células columnares de ciego y colon presentan
caracteristicas de las células de absorcién que se encuentran en el resto del tubo
digestivo; entre las que destacan microvellosidades desarrolladas (aunque mas
abundantes en ciego que en coloﬁ), numerosas mitocondrias, reticulo endoplasmico
rugoso y liso, asf como un nicleo basal (Snipes, 1981).



De las células enteroendocrinas del tracto gastrointestinal se han identificado
diversos tipos: a) por el tamano de los granulos citoplasmaticos (17 tipos), b) por su
ubicacion epitelial en células de tipo abierto (alcanzan la superficie luminal, dado
que tienen forma de botella y estan provistas. de microvellosidades) y las de tipo
cerrado que no llegan a la luz y ¢) por su funcidn, algunas en discusion (Geneser-
Finn, 1983).

Las células  enteroendocrinas se  denominaron  anteriormente
enterocromafines, argentafines, argirofilas y algunas se caracterizan por ser claras,
ya que su contenido se pierde regularmente por procesos histolégicos rutinarios. En
la actualidad se identifican con técnicas inmunohistoquimicas © bien con
microscopia electronica de transmision (MET) sobre la base del tamafio y densidad
de sus granulos de secrecion. Se ha estimado que, en conjunto las células
enteroendocrinas constituyen el “érgano” endocrino mas grande del organismo,
secretan hormonas y agentes reguladores (Ross et al., 1999).

Por otra parte el término, Fibra Dietética (FD), se empleo originalmente para
designar una mezcla de componentes presentes en la dieta, provenientes de la
pared de células vegetales, que no son digeridas por las enzimas propias del tubo
digestivo de mamiferos (Trowell, 1976). Los componentes principales son los
polisacaridos: celulosa, hemicelulosa y el polimero lignina. Los elementos
minoritarios son: exudados de plantas como gomas y mucilagos (Southgate, 1984a;
1984b; Slavin, 1987).

En la década de los setentas, se difundid ampliamente el concepto de FD, y
se diferencié de la fibra cruda. En el campo de la quimica de alimentos, se
establecié [a metodologia para extraer, identificar y cuantificar la estructura y
propiedad de los componentes de las fibras (Van Soest, 1963).

Van Soest (1963) establece una separacion rapida de las fracciones de la
materia seca del alimento, inicialmente de tipo forraje, en:

a) Contenido celular (lipidos, azucares, acidos organicos), el cual es soluble

en detergente neutro, y material soiuble en agua: pectinas, almidones, nitrégeno no
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proteico y proteinas solubles. Por lo que, el remanente de este proceso son las
paredes celulares o fibra detergente neutra (FDN)

b) Constituyentes de la pared celular solubles en &cido detergente
(hemicelulosa, proteina unida a fibra), por lo que, el residuo se denomina fibra
detergente acida (FDA) (celulosa, lignina y nitrogeno lignificado) (Van Soest, 1963,
1982).

Posteriormente se realizan adaptaciones a las técnicas de FDN y FDA para la
determinaciéon de fracciones de fibra en alimentos para consumo humano (Asp et al.,
1988).

Sin embargo, el concepto inicial se ha modificado y se propone que se
considere a la FD como el conjunto de polisacaridos no almidones, no digeribles y se
ha subdividido en: celulésicos (que se caracterizan por ser de baja solubilidad y
fermentacion) y en no celuldsicos {elevada solubilidad y fermentacion). Estos Ultimos
a su vez se dividen en estructurales: pectina y hemicelulosa, y de matriz (gomas y
mucilagos) {Figura 1}. Por lo que diversos estudios se enfocan a determinar la

proporcion y calidad de los diferentes elementos de la FD (Asp et al., 1988; Koruda,
1993; Van Soest et al., 1991).

Figura 1. Estructura de los principales componentes de la fibra dietética: celulosa, hemicelulosa,
pectina y goma (Fennema, 1992).
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La cantidad y calidad de la fibra dietética depende de la relacién que existe
entre sus principales componentes y factores relacionados con la edad de la planta,
el tipo de grano o vegetal y el procesamiento al que se someta (Desrosier, 1991;
Romulu et al., 1997).

En el campo de la medicina y nutricion, se han alcanzado logros importantes
en cuanto al conocimiento de los efectos fisioldgicos de la FD en relacidn con su
estructura y propiedades fisicoguimicas (Schweizer, 1991).

Las fibras solubles son capaces de reducir el contenido de triglicéridos y
colesterol en la sangre, estan presentes en verduras, frutas y leguminosas
(Schweizer, 1991; Koruda, 1993; Olson, 1995). Las fibras solubles purificadas, como
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las pectinas son capaces de formar geles en el lumen intestinal, los cuales se unen a
compuestos organicos como los acidos biliares y el colesterol, por lo que se
disminuye su absorcion. El incremento en la eliminacion de los acidos biliares y
colestero! en heces, conduce a un aumento en la sintesis de nuevos acidos biliares
en el higado a partir de colesterol endégeno, lo que se traduce en una disminucion
de la cantidad de colesterol presente en la circulacién, Esta hipotesis se apoya por
resultados obtenidos en diferentes especies animales (Muelier et al., 1983; Arjmandi
et al., 1992a; 1992b; 1997; Anderson et al., 1994; Tinker et al., 1994; Kritchevsky,
1995)

Las fibras de cereales como maiz y trigo, contienen principalmente
componentes insolubles que reducen el tiempo de transito de los alimentos y por lo
tanto, su absorcion en el tubo digestivo (Schweizer, 1991; Koruda, 1993, Cherbut et
al., 1997). Las fibras insolubles purificadas como celulosa y hemicelulosa son
capaces de: retener gran cantidad de agua, secuestrar ciertos componentes
presentes en el intestino como cationes mono y divalentes, modificar el tiempo de
transito de los alimentos, incrementar el contenido de agua y el peso de las heces
(Gordon et al., 1983; Mueller et al., 1983; Anderson et al., 1994, Cherbut et al., 1997)

Schweizer (1991), con base en un analisis de diversos articulos, establece
que ademas de los efectos fisioldgicos benéficos para la salud y nutricién del sujeto,
la FD puede ejercer algunas acciones indeseables como: obstruccion intestinal
(trastorno muy raro), reduccion de la digestibilidad y de la absorcién de proteinas y
grasas, asi como disminucion de la absorcion de minerales.

Por otra parte, también resulta interesante la informacion generada en torno al
papel de la fibra dietética en diversas patologias (inflamacion, polipos y cancer) del
tracto gastrointestinal particularmente colon y recto. La mayoria de los estudios
proporcionan evidencias de un efecto protector contra dichos padecimientos,
mientras que soélo algunos estudios revelan resultados contradictorios o no
encuentran hallazgos de un efecto protector de la FD (Freeman, 1993),

Los resultados experimentales indican que los componentes de la dieta y
otros factores externos modifican la morfologia y fisiologia intestinal (Burnstein,

1993). Estudios en ratas y hamster sugieren que la FD y lipidos modifican la
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morfologfa y aumentan la actividad mitética o proliferacion celular del intestino
delgado y grueso (Jacobs et al., 1983; Boffa et al., 1992; Edwards et al., 1992;
Lundin et al., 1993; Jin et al., 1994; Whiteley et al., 1996).

Ademas, se ha sugerido que el consumo de FD y lipidos presentan un efecto
sinérgico sobre proliferacion celular, Indice mitético, ya que aumentan la tasa de
produccion celular por cripta, a través de un mecanismo directo o mediante los
metabolitos resultantes de la fermentacion de la FD, acidos grasos volatiles (AGVs),
especialmente butirico (Pell et al., 1992; Lee et al., 1993; Gallaher et al., 1895).

Sin embargo, también existen publicaciones que no encuentran un efecto de
la FD sobre modificaciones importantes en la morfologia y actividad mitdtica del
intestino (Gregoire et al., 1991).

En la literatura relacionada con esta area, se encuentran dos conclusiones
diferentes; una que apoya a la FD como elemento protector contra modificaciones
patoldgicas en intestino, como cancer de colon (Scheiwzer, 1991; Weisburger et al,,
1993; Zusman et al., 1997, Harris et al., 1999). Otra que supone una relacién directa
entre consumo de FD y la presencia de factores de riesgo carcinogénico, como
proliferacion celular e indice mitdticos elevados (Scheiwzer, 1991; Edwards, 1992;
Freeman, 1993; Jiang et al., 1996; Harris et al., 1999).

Diversos autores han sugerido el estudio de proliferacion y diferenciacién
celular gastrointestinales como biomarcadores de procesos patoldgicos (Lipkin,
1988; Robblee et al., 1989).

Para estudiar y evaluar la proliferacién celular o actividad mitdtica en mucosa
intestinal existen una serie de parametros bioquimicos y morfoldgicos (Menard,
1994).

Para el analisis morfologico tanto de tejidos normales como patologicos, se
han utilizado diversos parametros cuantitativos con la ayuda de diferentes
instrumentos y equipos, de forma que existen estudios con procesadores de
imagenes (Ishido et al., 1994), analisis tridimensionales computarizados (Hamilton et

al., 1994) y en general todos aquellos de tipo morfométrico (Lipski et al., 1992;
Morikawa et al., 1993).



Los efectos fisiologicos de la FD en el tubo digestivo se deben a multiples
interacciones de ésta con el contenido intestinal, cambios en la mucosa, velocidad
de transporte y absorcién de los nutrientes como lipidos y acidos biliares, metabolitos
de la fermentacidn.

Existen publicaciones que abordan [a relacion de los efectos no deseados
causados por la ingestion de FD, en estos se demuestra que [a digestibilidad de
todos los nutrientes disminuye (Bach Knudsen et al., 1894). En humanos y en ratas
se han encontrado deficiencias de vitaminas A, B1 y B12 causadas por el consumo
de diversas fuentes de fibra (Khokhar et al., 1980). La FD también puede influir
negativamente en la absorcién de jones como Ca™, Mg™*, Fe", Zn"" y ofros
elementos, debido probablemente a la union de éstos con los componentes de la
fibra (Gordon et al., 1983; Reinhold et al., 1986: Fairweather-Tait et al., 1990). En
poblaciones humanas con consumo considerable de fibra en la dieta, se observan
deficiencias de Fe'™, Zn'™, Ca™, fosforo y vitamina D, dichos elementos son
eliminados en heces, alterando el balance de minerales (Davies, 1978; Reinhold et
al., 1981; 1986).

En México, la dieta de un amplio sector de la poblacién era abundante en
fibra. En la década de los 70s el consumo estimado, de fibra total, fue de 94 g/dia
(Bright-See et al., 1984) o de 23-24 g/dia de fibra detergente neutra (FDN) para la
clase media (Rosado et al., 1991). En la zona rural, el promedio estimado fue de 32
g de FDN por dia (Reinhold et al., 1979).

Sin embargo, en afios recientes (1980-1990) se han modificado los habitos
alimenticios de la poblacién mexicana, el consumo de fibra dietética ha disminuido
en aproximadamente un 25%, mientras que el consumo de alimentos
industrializados, tanto en la zona rural como urbana, aumenté de 2 a 5 veces mas.
Lo anterior, puede ser un factor determinante en la génesis de una nueva situacion
epidemiolégica, aumento de mortalidad por enfermedades crénico degenerativas
(Chavez et al., 1993).

En México, el maiz (que se consume principalmente como tortilla), alimento
basico y tradicional, es una fuente importante de proteina, energia y FD (Madrigal et



al., 1986). Ademas este cereal se emplea en la fabricacién industrial de multiples
derivados, como subproducto se obtiene la cascarilla del grano, de la que se produce
salvado, producto de bhajo costo empleado en la alimentacién animal y/o humana. El
salvado de maiz contiene 1.38% de fibra soluble y 81.27% de fibra insoluble, puede
emplearse para la fabricacion de alimentos enriquecidos con fibra, con fines
preventivos o terapéuticos (Koruda, 1993; Ning et al., 1991).

La estructura y propiedades de los componentes del salvado de maiz (FM)
pueden modificarse mediante tratamientos quimicos con soluciones de acidos o
alcalis y a través de tratamientos fisicos como calentamiento, trituracion, extrusion.
Con tratamientos écido-alcalino se incrementa la proporcion de fibra soluble a un
12%, mientras que la fibra insoluble disminuye al 38.45%. Por o cual, se logra
modificar algunas propiedades de la FD de importancia en la fabricacion de
alimentos, como la solubilidad en agua, capacidad emulsificante y/o gelificante, entre
otros (Ning et al., 1991).

En el salvado de maiz sometido a tratamiento acido y alcalino se presenta:
solubilizacidon por hidrélisis (ruptura de enlaces covalentes con adicion de los
elementos del agua), flexibilidad de las microfibrillas (celulosa-hemicelulosa),
residuos monémeros como xilosa y arabinosa (solubilizacion de hemicelulosa) (Ning
et.al., 1991).

Con ei propésito de evaluar las propiedades fisiologicas de 6 diversas FM
modificadas, nuestro grupo de trabajo realiz¢ estudios previos en ratas, encontrando
que algunas de estas fibras (fibra de maiz &cida aicalina FMAA vy fibra de maiz acida
alcalina extrusada FMAAE), poseen efectos hipocolesterolémicos importantes,
comparables en algunos casos con la fibra de avena que se sabe es efectiva para
bajar niveles elevados de colesterol serico (Gonzalez et al., 1994a; 1994b).

Nuestros principales hallazgos en ratas adultas fueron; en cuanto a la
respuesta del intestino a la FM modificada, que el consumo del 7% de FM durante
cuatro semanas provoco cambios en el espesor de la capa mucosa y muscular,
ademas aumenté el namero y longitud de las vellosidades, principalmente en
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duodeno e ileon; en el intestino grueso se incrementd la profundidad de las criptas
(Albarran et al., 1993; 1994)

Por lo que se considera importante establecer, si la respuesta del intestino a
la presencia de la FM modificada y del colesterol es adaptativa, o podria llegar a ser
una alteracion patologica. Mediante el analisis de la zona de proliferacion epitelial,
proporcién de células indiferenciadas y diferenciadas y numero de células epiteliales
en proceso de muerte.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fibra y lipidos de la dieta tienen efectos sobre el metabolismo del tubo
digestivo y estos cambios estan acompanados por modificaciones morfolégicas de
mucosa intestinal. Ademas, si se considera que el intestino es un sistema dinamico,
sensible a cambios en la composicion de la dieta, a factores internos y externos
(Jenkins et al., 1994), resulta interesante analizar el efecto de niveles elevados de
colesterol y salvados de malz natural y tratados fisico-quimicamente sobre
parametros morfométricos, inmunchistoquimicos y ultraestructurales del intestino
grueso

Por la importancia de la plasticidad intestinal en el conocimiento de diversas
patologias -con posibles influencias alimenticias- es necesario realizar un estudio
cuantitativo de la zona de recambio epitelial, asi como de la proporcion de las
diferentes estirpes celulares epiteliales, como indicadores de los efectos sobre el

metabolismo celular inducidos por diversos elementos de la dieta (fibra y colestero!).
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HIPOTESIS

L.os factores dietéticos como las fibras y lipidos modifican la morfologia de la
mucosa intestinal, especificamente en el intestino grueso, sin que se conozcan aun
los mecanismos precisos, entonces al incluir en la dieta de ratas niveles elevados de
colesterol y salvado de maiz natural o modificado fisico-quimicamente se provocaran
cambios importantes en espesor de capas, profundidad de criptas, asi como en la

proporcion de células epiteliales maduras y en el indice de proliferacion celular.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de niveles elevados de fibra de maiz natural, modificada y
del colesterol sobre parametros morfométricos y ultraestructurales del intestino
grueso y parametros nutricionales de ratas en crecimiento.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Analizar los efectos de la fibra de maiz natural y modificada, asi como del
colesterol sobre el consumo de alimento, ganancia de peso y conversion alimenticia
de ratas en crecimiento.

2.- Determinar los efectos del salvado de malz natural y modificado y colesterol
sobre el peso del tracto gastrointestinal, higado y pH cecal de ratas en crecimiento.
3.- Cuantificar los efectos de niveles elevados de colesterol y salvado de maiz
dietéticos, en el espesor de mucosa, en el nimero, espesor y profundidad de las
criptas intestinales, en la proporcion de células columnares, caliciformes,
enteroendocrinas e indiferenciadas, y en el nUmero de células en proliferacién y en
proceso de muerte en ciego, colon proximal y colon distal de ratas en crecimiento.

4 .- Analizar los efectos del salvado de maiz natural y modificado y del colesterol a

nivel descriptivo ultraestructural en ciego, colon proximal y colon distal de ratas en
crecimiento.



MATERIAL Y METODOS

PARAMETROS NUTRICIONALES

Se utilizaron 70 ratas machos de la cepa Wistar de 5-6 semanas de edad y
con un peso inicial de 100410 g. Los animales se alojaron en jaulas individuales y se
mantuvieron en condiciones de bioterio (Bioterio, CUCS). Se formaron 7 grupos
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experimentales (Cuadro 1) que recibieron dietas purificadas con la inclusion de fibra

al 10% en sustitucién y ajuste de la mezcla almidén-sacarosa 60% (Cuadro 2). Las

dietas fueron isocaldricas (3.5 Mcal/Kg.) e isoproteicas (20%) (NRC, 1995).

CUADRO 1. DISTRIBUCION DE ANIMALES Y TRATAMIENTOS.

ANIMALES
GRUPO TRATAMIENTO ABREVIATURA
POR GRUPO
1 10 BASAL B
2 10 BASAL, CELULOSA 10% BCEL
BCELCOL

3 10 BASAL, CELULOSA 10%, COLESTFROL 1%

4 10 BASAL, FIBRA DE MAIZ NATURAL 10% BFMN
BASAL, FIBRA DE MAIZ ACIDA ALCALINA

5 10 BFMAA
10%
BASAL, FIBRA DE MAIZ ACIDA ALCALINA

6 10 BFMAACOL
10%, COLESTEROL 1%
BASAL, FIBRA DE MAIZ ACIDA-ALCALINA

7 10 BFMAAE
EXTRUSADA 10%




CUADRO 2. COMPOSICION (%) DE DIETAS EXPERIMENTALES

15

INGREDIENTES B BCEL | BCELCOL | BFMN | BFMAA | BFMAACOL | BFMAAE
CASEINA 200} 20.0 20.0 200 | 20.0 20.0 20.0
SACAROSA 25.0 { 25.0 25.0 250 | 25.0 25.0 25.0
ACEITE 5.0 | 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0
ALMIDON 45.0 | 32.0 30.9 32.0 | 32.0 30.9 32.0
FIBRA
CELULOSA 0.0 10 10 0.0 0.0 0.0 0.0
FMN 0.0 | 00 0.0 10.0 0.0 0.0 0.0
FMAA 0.0 | 00 0.0 0.0 10.0 10.0 0.0
FMAAE 00} 00 0.0 0.0 0.0 0.0 10.0
VITAMINAS 1.0 | 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
MINERALES 35 | 35 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
DL METIONINA 031} 03 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
CLORURO DE COLINA | 0.2 | 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
COLESTEROL 0 0 1.0 0 0 1.0 0
AC. COLICO 0 0 0.1 0 0 0.1 0
BENZOATQO DE SODIO | 0.01 | 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

B (BASAL) -

BCEL (BASAL+CELULOSA)

BCELCOL (BASAL+CELULOSA+COLESTERQL)

BFMN (BASAL+FIBRA DE MAIZ NATURAL)

BFAA (BASAL+FIBRA DE MAIZ ACIDA ALCALINA)
BFMAACOL (BASAL+FIBRA DE MAIZ ACIDA ALCALINA+COLESTEROL)
BFMAAE (BASAL+FIBRA DE MAIZ ACIDA ALCALINA EXTRUSADA)

Los ingredientes se obtuvieron de ICN de México (ICN Biochemical &
Pharmaceutic Inc.), y las fibras de malz tanto natural como modificadas fueron una
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donacién del Depto. de Alimentos de la Universidad de lllinois (Ning, 1991). La
preparacion de las dietas fue manual y se elaboraron semanalmente.

l.as ratas se sometieron a un periodo de adaptacion, a jaulas y manejo, de 7
dias. Ei alimento se suministrd en forma de galleta, durante 28 dias, se registré cada
semana el consumo de alimento y la ganancia de peso de cada animal, asi como el
peso final, para calcular la conversién alimenticia.

El consumo de alimento se calculd por diferencia de la cantidad de dieta
proporcionada y la rechazada, cada tercer dia. Los calculos se reportaron en base
seca de acuerdo al andlisis bromatoldgico (Tejada, 1992), aplicado a las dietas por
triplicado durante el periodo inicial, medic y final del estudio.

Al final de la fase experimental se sacrificaron las ratas, siguiendo las reglas
internacionales para el uso de animales de laboratorio (Howard-Jones, 1985; NRC,
1999), se practicd una laparotomia media abdominal, para exiraer el tracto
gastrointestinal e higado, los cuales se pesaron.

Inmediatamente después del sacrificio se obtuvd el contenido cecal que se
diluyé 1:1 con agua destilada-desionizada y se registro el pH con un potencidmetro
portatil (Corning) (Tejada, 1992).

PARAMETROS MORFOMETRICOS Y ULTRAESTRUCTURALES

Para cubrir esta etapa se utilizaron 21 ratas, el experimento se repitié en dos
ocasiones: La primer repeticion con 2 animales y posteriormente una repeticién con
una rata por grupo.

Los segmentos o tejidos para microscopia electrénica inicialmente se
procesaron con la técnica rutinaria. Sin embargo, debido a que no se obtuvieron
imagenes adecuadamente contrastadas se realizaron diversas modificaciones y
pruebas a dicha técnica. El procedimiento final fue el siguiente:

Al terminar el periodo experimental los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sédico (50 mg/Kg), inmediatamente se procedié a realizar una
laparotomia media abdominal para extraer ciego y colon, las cuales se colocaron en

solucidn Hank 2X, se disectaron por la parte media formando una tinica de intestino
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de aproximadamente 1 cm?® se sujetaron con alfileres a una superficie suave
(parafina), ta mucosa quedd expuesta y fue la primera zona en contacto con el
fijador, glultaraldehido 1.25% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M pH 7.4,
el cual bafid completamente la muestra de tejido y se incubd durante 1.5 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron y conservaron en amortiguador de
cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4 hasta su procesamiento.

Para el proceso de posfijacion, se utilizaron fragmentos de 1 mm?® de mucosa,
los que se sumergieron en tetradxido de osmio 2% en amortiguador de cacodilato de
sodio 0.1 M, durante 1 h. Después se deshidrataron con etanol en concentraciones
ascendentes (50, 70, 90, 96 y 100%), oxido de propileno, se infiltraron en una
mezcla de oxido de propileno-resina 1.5:1 y se incluyeron en resina Polybed 812
mediante la técnica rutinaria (Dawwes, 1971).

Los cortes gruesos (0.5 um) y finos (90 nm), se obtuvieron con cuchillas de
vidrio en un ultramicrotomo (Reichert Om U3). Los cortes gruesos se tifieron con azul
de toluidina y los finos se montaron en rejillas de cobre, se contrastaron con acetato
de uranilo y citrato de plomo, para su analisis en @l microscopio electrénico de
transmision.

Los cortes gruesos se utilizaron para el analisis descriptivo de mucosa y de
los parametros morfométricos. Los parametros que se evaluaron fueron; a) Espesor
de mucosa; b) Namero, profundidad y espesor de criptas; ¢) Proporcion de las
diversas estirpes celulares (columnares, caliciformes, enteroendocrinas e
indiferenciadas). Este parametro se calculé con base al numero de células
especificas y su relacion con el total de células por cripta, y se expresd en
porcentaje; d) células muertas, en un microcopio Leica DMLS con un programa para
analisis de imagenes Leica Q500IW.

Para el analisis descriptivo de las células epiteliales, se utilizd un microscopio
electronico de trasmision Jeol Jem-1010 y para la digitalizacion de las imagenes en
estudio se utiliz6 el programa Digital Micrograph 2.5 (Macintosh H.D.).

La evaluacion estadistica se realiz6 por medio de anélisis de varianza (ANVA)

completamente al azar y en caso de diferencias entre medias se aplicé la prueba de



18

Diferencia Minima Significativa (DMS) a un nivel de significancia de 0.05 (Rodriguez,
1991, Reyes, 1984).

INMUNOHISTOQUIMICA

DETERMINACION DE PROLIFERACION CELULAR

Para visualizar y determinar el nimero de células en proceso de proliferacion
se utilizd la técnica de Bromodeoxiuridina (BrdUrd) (Jin et al., 1994}, con el metodo
de Complejo Avidina-Biotina (PIERCE, 1994; AFIP, 1995)

La técnica se estandarizé para intestino, el proceso detallado se describe a
continuacion:

Una hora antes del sacrificio se inyectd BrdUrd en una dosis de 50 mg/Kg
(ICN Biomedicals Inc). Inmediatamente después del sacrificio se obtuvieron
muestras representativas de ciego, colon proximal y colon distal que se fijaron por
inmersién en solucion de Carnoy, estas muestras se procesaron hasta su inclusién
en parafina de manera rutinaria. Después de obtener cortes de 10 pm de espesor, se
montaron en portaobjetos previamente gelatinizados (desgrésados y en bafio con
solucion de gelatina dorada al 2.5%).

1) Los cortes se desparafinaron e hidrataron por el método convencional, se
incubaron a 60°C y se trataron con xilol, alcohol etilico en serie decreciente y agua
destilada.

2) Se enjuagaron en solucion salina de fosfatos (PBS) 0.1 M pH 7.3-7.4 Dos
cambios de 10 min cada uno.
3) Se sometieron al proceso de desenmascaramiento, mediante 3 ciclos de

corriente aiterna 100 V, durante 7-10 min y temperatura maxima de 55°C, en PBS
0.1 M.
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4) Preparacion del tejido para BrdUrd.

Se realizaron dos lavados con PBS 0.1 M de 10 min cada unc a temperatura
ambiente y sin agitar. ,

Las laminillas se colocaron en solucidn de metanol, peréxido de hidrégeno
durante 30 min, para bloquear las peroxidasas endégenas. Con lavados posteriores
de PBS y agua destilada.

5) Proceso de digestion.

Las preparaciones se colocaron en HCI 0.1 N a 4°C durante 10 min. Despues
se incuban en HCI 2 N a 37°C durante 13 a 15 min, la reaccion de digestion se
observé con anaranjado de acridina 0.03% (A-4921 Sigma) en el microscopio de
fluorescencia (en el momento en que los nlcleos de epitelio de criptas intestinales
aparecen anaranjados se interpreta como digestién del material genético):

La digestion se detiene con dos lavados de PBS 0.1 M pH 7.3 durante 10 min
cada uno. Posteriormente, se realizaron dos lavados con solucion Bérax (tetraborato
de sodio, B-9876, Sigma), 0.1 M pH 8.5, durante 10 min cada uno.

Se realizaron dos lavados con PBS 0.1 M mas triton X-100 0.1% (T) y
albimina al 0.1% (A) (A-3059 Sigma) (PBS+T+A), de 10 min cada uno.

6) Blogueo de sitios de uniones inespecificas

Se prepar¢ una solucion de glicina (G-6143 Sigma) 0.2 M vy lisina (L-5501
Sigma) 0.2 M en PBS+T+A y suero de caballo.

Se colocaron de 150 a 200 pl de la solucion glicina-lisina por laminilla, se
cubrieron con parafiim y se depositaron en una camara humeda durante 2h.

Se realizaron 3 lavados con PBS+T+A de 10 min cada uno.

7) incubacion con el anticuerpo primario.

Se utilizé el anticuerpo BrdUrd (Novocastra Ncl-Brdu/monoclonal de ratén, 15
mM azida de sodio) a una dilucién de 1:200. Dicho anticuerpo se prepard en
PBS+T+A y suero de caballo. Se colocaron 200 pl de la solucién de! anticuerpo por

portaobjeto, se cubrieron con parafilm y se mantuvieron en la ¢cdmara himeda a 4°C
durante toda la noche.
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8) Incubacién con el anticuerpo secundario.

La camara humeda con las laminillas y las soluciones de trabajo se retiraron
del cuarto frio y se dejaron a temperatura ambiente durante 40 min.

Se realizaron 3 lavados con PBS+T+A de 10 min cada uno.

Como anticuerpo secundario se utilizé 1gG Biotinilizado anti-raton (H+L)
(hecho en caballo Vector BA2000) dilucién 1:250, el cual se prepard en PBS+T+A y
suero de caballo.

Se aplicaron 200 ul de la solucion de anticuerpo secundario a cada laminilia,
se cubrieron con parafilm y se colocaron en la cdmara himeda durante 2 h a
temperatura ambiente.

Enseguida se realizaron 3 lavados con PBS+T+A de 10 min cada uno.

9) Incubacién el Complejo Biotina-Avidina (ABC).

Funcién: se une al segundo anticuerpo y amplifica la reaccion

Se utilizé el complejo ABC estandar (PK-400 Vectastain) solucidn A (Avidina)
y solucion B (Peroxidasa de raiz fuerte biotinilizada) a una dilucidn de 1:100, se
prepar6 en PBS+T+A, leche en polvo 5% y suero de caballo 5%

Se aplicaron 200 i por laminilla y se cubrieron con parafiim, para depositarlos
en la camara humeda y en oscuridad durante 2 h.

Se realizaron 3 lavados con PBS+T+A en jarra coplin de 10 min cada uno.

Dos lavados con PBS 0.1 M de 5 min cada uno.

Un lavado con Tris-HC! 0.1 M pH 7.62 de 5 min.

10) Revelado de la reaccion inmunohistoquimica con diaminobencidina (DAB)
(D5637 Sigma) y niquel (Ni) (6408 Mallinckrodt)

Se utilizaron 100 m| de una solucion A (DAB 0.03% preparada en Tris-HCI pH
7.6), 1 mi de sol B (400 yl de perdxido de hidrogeno en 12,5 mi de tris-HCI pH 7.6) y
20 ml de sol C (0.25 g niquel en 25 mi de Tris-HCI pH 8.8).

Las laminillas se colocaron en jarras coplin y se dejaron en agitaciéon con la
solucion DAB/Ni de 5 a 15 minutos, la reaccion de revelado se observd al
microscopio cada 3 a 5 minutos y se detuvé con un lavado de PBS y agua destilada,

al momento de observar nucleos epiteliales homogéneos de color café oscuro
(positivos).
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11) Montaje de laminillas

Las laminillas se pasaron a través de un tren de deshidratacién, etanol al 70,
90, 96, 100%, etanol-xilol 1:1, xilol y se montaron con resina entellan.

Para la cuantificacién de las células se utilizé un Microcopio compuesto Leica
DMLS, equipado con un analizador de imagenes Leica Q5001W. Se cuantificaron 10
criptas cortadas longitudinalmente por laminilla, 5 laminillas por grupo, provenientes
cada una de diferente animal y repeticion de la técnica inmunohistoquimica. Se
contaron los nlcleos positivos y total de nicleos por cripta, para calcular el
porcentaje de células positivas a BrdUrd. Los datos resultantes se sometieron a un

analisis de varianza completamente al azar y a un nivel de significancia de p<0.05
(Rodriguez, 1991).



RESULTADOS

PARAMETROS NUTRICIONALES

PESO CORPORAL
Los animales de los diferentes grupos presentaron un peso corporal

ascendente durante las cuatro semanas de tratamiento con las dietas indicadas. No
se encontraron diferencias estadisticas en el peso corporal de las ratas de los grupos
estudiados durante la primer semana de tratamiento (153 a 160 g).

En las semanas 2 y 3 se observaron diferencias estadisticas en el peso
corporal, por efecto de las dietas proporcionadas, el grupo que recibié la dieta basal
presentod el mayor peso corporal. Al final del estudio (semana 4) se tuvd un rango de
pesos corporales de 269-300 g, el mayor peso (p<0.05) correspondi6 a las ratas del
grupo basal (B), con 300.85 g (Cuadro 3).

CUADRO 3. EFECTO DEL TIPO DE FIBRAY COLESTEROL DE LA DIETA
SOBRE EL PESO CORPORAL DE RATAS EN CRECIMIENTO.

GRUPOS INICIAL | SEMANA 1 | SEMANA 2 | SEMANA 3 FINAL
B 105.15£1.0 160.9111.6| 218.54+3.3a| 273.4524.0a| 300.85t3.1a
BCEL 105.8411.8 155.15£1.8| 198.3614.0c| 258.92t4.2ab| 286.2t4.1ab
BCELCOL 102.68+1.3 155.73+2.6{ 207.6+3.6abc| 2586x4.1ab| 274.11:4.9b
BFMN 99.31¢1.4 153.92¢3.5| 206.6x3.0abc| 260.1415.8ab| 277.335.1b
BFMAA 99.1840.9 153.34£1.7| 197.59x2.7c| 251.85:2.3b| 269.17+2.3b
BFMAACOL 100.22+1.1 154.39+2.1| 202.51+4.3bc| 251.31£5.0b| 270.1245.2b
BFMAAE 101.1920.9 157.24£0.9 | 212.61+1.2ab| 258.9222.9ab| 278.68+3.1b

Valores= Media & Error estandar
a,b,c indican diferencia estadistica entre tratamientos por semana (p<0.05).




PESQO DE TRACTO GASTROINTESTINAL (TGl)

El peso del TGI fue afectado por las diferentes dietas (fibra y colesterol), los
grupos de animales con mayores pesos del TGl (estadisticamente similares entre
ellos) fueron; el BCEL {19.17 g), BFMAA (19.04 g), BCELCOL (18.70 g) y el control o
B (18.66 g), los valores intermedios fueron para los grupos BFMAAE (18.32 g) v

BFMAACOL (17.55 g), el valor menor estadisticamente significativo fue para el
grupo BFMN (16.67 g) (Cuadro 4).

PESO DE INTESTINO DELGADO

Para esta region intestinal se obtuvo un rango de peso entre 12 y 15 g, el
mayor peso (p>0.05) fue el del grupo B, con 15.03 g, seguido de valores intermedios
estadisticamente para los grupos BCEL (14.02 g), BCELCOL (13.92 g), BFMAAE
(13.64 g) y BFMAA (13.42 g) y los pesos menores estadisticamente para los grupos
BFMN (12.59 g) y BFMAACOL (12.10 g) (Cuadro 4).

PESO DE INTESTINO GRUESO

Para intestino grueso se encontrdo un rango de peso de 3.54 y 5.62 g, los
pesos estadisticamente mayores fueron para los animales de los grupos BFMAA
(5.62 g), BFMAACOL (5.45 g), BCEL (5.14 g) y BCELCOL (4.98 g). Los grupos con
valores intermedios fueron el BFMAAE (4.68 g) y el B (4.40 g). El menor (p<0.05)
peso lo registro el grupo BFMN (3.54 g) (Cuadro 4).



PESO DE HIGADO
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El peso de este drgano presentd un rango de 8.62 a 13.59 g. El mayor peso,
estadisticamente significativo, fue para el grupo BCELCOL (13.59 g), se observé un
valor intermedio para el grupo BFMAACOL (13.47 g). El resto de grupos, incluyendo
el B (9.84 g) presentaron pesos significativamente menores (Cuadro 4).

CUADRO 4. EFECTO DE TIPO DE FIBRA Y COLESTEROL DIETETICOS SOBRE
EL PESO DE DIFERENTES ORGANOS DE RATAS EN CRECIMIENTO.

GRUPOS PESOS DE DIFERENTES ORGANOS (qg)
TGl INTEST. INTEST.
TOTAL DELGADO GRUESO HIGADO

B 18.66 +0.5a 15.03 £0.9° 4.40 £0.6ab 9.84 0.5¢
BCEL 19.17 +0.4a 14.02+0.2ab 5.14 £0.2a 9.49 $0.3¢c
BCELCOL 18.70 +0.4a 13.9240.4ab 4.98 £0.1a 13.59 10.4a
BFMN 16.67 +0.2b 12.59 +0.4b 3.54 +0.1b 8.62 +0.2c
BFMAA 19.04 £0.4a 13.4240.2ab 5.62 £0.2a 9.41 +0.1¢c
BFMAACOL 17.5520.5ab 12.10 £0.4b 5.45 +0.2a 13.47+0.4ab
BFMAAE 18.32t0.4ab | 13.6410.3ab 4.68:0.1ab 9.07 10.1c

Valores = Media 4 Error Estandar

a,b,c indican diferencia estadistica entre tratamientos (p<0.05).

Se encontrd un aumento aproximado del 30% en el peso de higado por efecto
de {a inclusién de colesterol (1%) en la dieta, independientemente de la presencia
de fibra dietetica. Por su aspecto macroscépico, estos tejidos se clasificaron como
higados grasos (Figura 2).
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Figura 2. Aspecto macroscopico de higado de ratas que recibieron: (2 A) niveles normales de
colesterol (0.1%) y (2 B) niveles elevados de colesterol (1.0%) en la dieta, este ultimo con
caracteristicas de higado graso, independientemente de la inclusién de celulosa o salvado de maiz
modificado.
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GANANCIA DE PESO

Al analizar este parametro la mayor ganancia de peso fue para las ratas del
grupo B con 195.70 g en el periodo de 4 semanas. El grupo BCEL presenté un valor
(180.36 g) intermedio estadisticamente, en los grupos restantes la ganancia de peso
fue menor entre ellos, se encontraron valores semejantes estadisticamente entre si,
con un rango de 169.9 a 178.02 g (Cuadro 5). La ganancia de peso diaria tuvé un
rango de 6 a 7 g por dia, con un promedic general de 6.34 g.

CONSUMO DE ALIMENTO (BASE SECA)

Los mayores consumos de alimento, a ios 28 dias, fueron estadisticamente
para los grupos BCELCOL (573.73 g), B (572.22g), BCEL (560.97 g) y BFMN
(552.54 g), mientras que los consumos menores (p<0.05) fueron para los grupos
BFMAAE (518.03 g), BFMAACOL (511.16 g) y BFMAA (506.22 g)(Cuadro 5).

CONVERSION ALIMENTICIA

En el presente trabajo se encontrd una conversién alimenticia adecuada para
la mayoria de grupos. Sin embargo, se observaron diferencias significativas. Hubo
una conversion baja para las ratas de los grupos BCELCOL (3.36) y BFMM (3.11), el
resto de grupos presentd una conversion alimenticia semejante estadisticamente a

los grupos B (2.93), BCEL (3.10), BFMAACOIL. (3.02), BFMAA (2.98), BFMAAE (2.92)
(Cuadro 5).



CUADRO 5. EFECTO DEL TIPO DE FIBRA Y COLESTEROL DIETETICOS
SOBRE PARAMETROS NUTRICIONALES DE RATAS EN CRECIMIENTO.
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GRUPOS GANANCIA E CONSUMO DE CONVERSION

PESO (g) ALIMENTO (g) *** ALIMENTICIA
B 195.70 +4.2a 572.22 +6.8a 2.93 +0.04b
BCEL 180.36 +3.7ab 560.97 +5.3a 3.10 0.07b
BCELCOL 171.40 £3.7b 573.73 +4.9a 3.36 +0.08a
BFMN 178.02 +4.0b 552.54 +5.0a 3.11 +0.05ab
BFMAA 169.98 +2.2b 506.22 +2.3b 2.98 £0.04b
BFMAACOL 169.90 +4.6b 511.16 16.4b 3.02 +0.17b
BFMAAE 177.49 £2.8b 518.03 +4.7b 2.92 £0.03b

Valores = Media 1 Error Estandar

a,b,c indican diferencia estadistica entre tratamientos p<0.05
**Consumo final en base seca

pH DEL CONTENIDO DEL CIEGO

Se registraron valores cercanos al pH neutro (6.54 a 7.17), los pH mayores y
estadisticamente semejantes fueron para los grupos B (7.17), BFMN (7.17) y
BCELCOL (7.16), los valores intermedios para los grupos BCEL (7.09) y BFMAAE

(7.08) y los datos menores (p<0.05) para ios grupos BFMAACOL. (6.54) y BFMAA
(6.63) (Grafico 1).
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Gréafico 1. Efecto del colesterol y salvado de malz natural y modificado sobre el pH de contenido cecal
de ratas en crecimiento.
a,b,c indican diferencia estadistica entre tratamientos de una misma region intestinal a p<0.05.
Valores = media, error estandar.
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PARAMETROS MORFOMETRICOS

ESPESOR DE MUCOSA

En ciego se encontré un aumento en el espesor de la mucosa, principalmente
para los grupos de las dietas BCEL (234 um), BFMAA (235 um) y BFMAAE (230
um), se observaron valores intermedios estadisticamente para los grupos BCELCOL
(216 um) y BFMAACOL (198 um). Los valores menores (p<0.05) se presentaron en
los grupos B (182 pm) y BFMN (181 um). Al comparar los grupos que recibieron fibra

y fibra-colestero! se observé una disminucion significativa del espesor de mucosa
(Grafico 2).

Al analizar el espesor de la mucosa en colon proximal se encontraron valores
mayores para los grupos B (244.4 uym), BCELCOL (236.57 um) y BFMAAE (235.63
pm). Los grupos restantes presentan valores menores con diferencias estadisticas
entre ellos, BFMN (230.61), BFMAA (219.33 um), BFMAACOL (212.75 pm), por
oltimo el grupo BCEL (203.35 pm). {Grafico 2).

En colon distal el espesor de la mucosa fue mayor para las ratas que
recibieron celulosa (323.99 um) y fibra de malz natural (317.72 um). Se observaron
valores intermedios estadisticamente para los grupos BCELCOL (283.88 um),
BFMAA (279.81 pm), BFMAAE (272.8 pm). Los menores valores fueron para los
grupos B (266.96 um) y BFMAACOL (253.8um). Se observé una disminucién del
espesor de la mucosa en los grupos que recibieron niveles elevados de fibra y
colesterol (BCELCOL, BFMAACOL), en comparacién con los grupos que solo
recibieron fibra (BCEL Y BFMAA) (Grafico 2).
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Grafico 2. Efecto del colesterol y salvado de malz natural y modificado scbre el espesor de mucosa
intestinal de ratas en crecimiento.
a,b,c indican diferencia estadistica entre tratamientos de una misma regién intestinal a p<0.05,
Valores = media, error estandar.

PROFUNDIDAD DE CRIPTAS

Por lo que respecta a la profundidad de criptas en ciego, se encontr6 un
comportamiento  similar al espesor de mucosa. Los valores menores,
estadisticamente, fueron para los grupos B (162.62 um) y BFMN (164.50 pum), se
observé un aumento significativo, en la profundidad de las criptas en los grupos
BFMAACOL (181.11 pm) y BCEL (187 um). La mayor profundidad de criptas
(p<0.05) se presentd en los grupos BCELCOL (197 um), BFMAAE (200 pm) vy
BFMAA (202 um) (Gréfico 3).
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En colon proximal, los grupos BFMAA (177.03 um), BCEL (178.91 um) y
BFMAACOL (183.30 pm) tuvieron valores semejantes estadisticamente al grupo B
(176.72 um). Los grupos restantes presentaron valores estadisticamente superiores
y diferentes entre si, BFMAAE (199.59 um), BFMN (202.41 um) y BCELCOL (209.62
um) (Grafico 3).

En colon distal, la menor profundidad de criptas se encontré en el grupo
BFMAACOL (198.97 pm). Los valores de los grupos experimentales BFMAAE vy
BFMAA (215.89 um) fueron semejantes estadisticamente al B (216.51 um). Los
grupos BCELCOL (231.24 um) y BFMN (242,21 um) presentaron valores superiores,
siendo marcada la diferencia estadistica con el grupo BCEL (262.26 um) (Gréfico 3).
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Grafico 3. Efecto del colestercl y salvado de maiz natural y modificado sobre 1a profundidad de criptas
del intestino grueso de ratas en crecimiento.
a,b,c indican diferencia estadistica entre tratamientos de una misma regién intestinal a p<0.05.
_ Valores = media, error astandar,
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NUMERO DE CRIPTAS/mm

Al cuantificar el numero de criptas por mm de intestino cecal, se encontrd el
valor menor para el grupo BFMAACOL (15.59 criptas/mm), valores intermedios
estadisticamente para los grupos B (16.74/mm), BFMAAE (16.74/mm), valores
superiores y diferentes estadisticamente entre si para los grupos BCELCOL
(17.50/mm), BFMN (18.29/mm), BFMAA (18.29/mm) y BCEL (19/mm), En este
parametro se cbservé una reduccién en él nimero de criptas por la presencia de
colesterol en la dieta, dato que se obtuvé al compararlos con ios grupos semejantes
que no recibieron colesterol (Gréafico 4).

Colan proximal, se encontraron valores menores al grupo basal (21.55/mm),
en ratas de los grupos BFMAAE (18.14/mm), BCELCOL(19.57/mm) vy
BCEL(20.14/mm). Los grupos BFMAACOL (22.40/mm), BFMAA(22.55/mm) y BFMN
(22.82/mm) presentaron el mayor nimero de criptas, diferencias estadisticamente
significativas (Grafico 4).

Por lo que respecta al nimero de criptas por mm de colon distal el valor mas
alto se encontrd para el grupo BCEL (21.42/mm). Valores estadisticamente
diferentes y menores se observaron en los grupos BFMAAE (21.12/mm), B
(19.85/mm), BFMAA (19.57/mm), BFMAACOL (18.57/mm). Los grupos con el menor

numero de criptas (p>0.05) fueron BFMN (18.29/mm) y BCELCOL. (17.72/mm)
(Grafico 4).
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Grafico 4. Efecto del colesterol y salvado de malz natural y modificado sobre el numero de criptas por
milimetro de intestino grueso de ratas en crecimiento.
a,b,c indican diferencia estadistica entre tratamientos de una misma region intestinal a p<0.05.
Valores = media, error estandar.

ESPESOR DE CRIPTAS

Para el espesor de criptas en ciego, el valor del grupo B (46.69 um) resultd
intermedio estadisticamente, Los grupos BCEL (44.49 pum) y BFMN (41.99 pumj)
presentaron valores menores. En los grupos BCELCOL (48.88 um), BFMAA (49.19
um) se encontraron valores estadisticamente superiores al B. lLos grupos
BFMAACOL (52 um), BFMAAE (53.27 um), presentaron valores estadisticamente
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mayores (p<0.05). Para este parametro se observd un ligero aumento por la
presencia de colesterol en la dieta (Grafico 5).

Colon proximal, los grupos B (42.93 um), BFMAA (41,67 um) y BFMAAE
(44.18 um) presentaron semejanzas estadisticas, el grupo BFMAACOL (37.28 um) y
BFMN (41.05 um) tuvieron el menor espesor de criptas, los grupos que recibieron
BCEL (44.81 um) y BCELCOL (48.88 um), presentaron valores estadisticamente
mayores al basal (Grafico 5).

En colon distal, el mayor espesor de criptas fue para e! grupo BFMN (45.75
um), seguido estadisticamente por el grupo BCEL (43.24 um). Se encontraron
valores intermedios para los grupos BFMAA (42.61 um), BCELCOL (41.99 pm) y
BFMAACOL (41.36 um). El menor espesor de criptas fue para el grupo B (39.17 um)
y BFMAAE (34.78 um) (Grafico 5).
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Grafico 5. Efecto del colesterol y salvado de maiz natural y modificado sobre el espesor de criptas
intestinales de ratas en crecimiento.
a,b,c indican diferencia estadistica entre tratamientos de una misma regién intestinal a p<0.05.
Valores = media, error estandar.
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PROPORCION DE ESTIRPES EPITELIALES

Porcentaje de células columnares

En ciego, el porcentaje de celulas columnares no presentd diferencias
significativas por efecto de las dietas suministradas, observandose valores de 71 a
76%.

Para colon proximal el porcentaje de células columnares presentd diferencias
estadisticas con relacion a las dietas suministradas, el valor intermedio fue para el
grupo B (72.53%), los grupos BFMN (66.89%), BCEL (64.76%) y BFMAACOL
(66.14%), presentaron valores inferiores estadisticamente al basal. lLos valores
estadisticamente mayores fueron para los grupos BCELCOL (73.47%), BFMAA
(74.01%) y BFMAAE (74.79%).

Para colon distal no se encontraron diferencias estadisticas en el porcentaje
de células columnares, los valores presentaron un range de 60-71% (Grafico 6).
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Grafico 6. Efecto del colesterol y salvado de malz natural y modificado sobre el porcentaje de células
columnares en intestino grueso de ratas en crecimiento.
a,b,c indican diferencia estadistica entre tratamientos de una misma regién intestinal a p<0.05.
Valores = media, error estandar,
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Porcentaje de células caliciformes

En ciego, el porcentaje de células caliciformes no presenté diferencias
estadisticas y se registraron valores de 13 a 18%. En colon proximal, el valor del
grupo basal fue intermedio (19.47%), los grupos BCELCOL (17.68%), BFMAA
(16.60%) y BFMAAE (14.7%) tuvieron los valores menores estadisticamente. Los
valores mayores fueron para los grupos BFMN (22.32%), BFMAACOL (23.74%) v
BCEL (24.82%). Para colon distal, se registr6 un rango de 22 a 30% células
caliciformes, sin diferencias estadisticas entre estos valores (Grafico 7).
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Grafico 7. Efecto del colesterol y salvado de maiz natural y modificado sobre el porcentaje de células
caliciformes en intestino grueso de ratas en crecimiento.
a,b,c indican diferencia estadlstica entre tratamientos de una misma regién intestinal a p<0.05.
Valores = media, error estandar.
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Porcentaje de células enteroendocrinas

En ciego se encontré un mayor porcentaje de estas células epiteliales, con un
rango amplic de valores. El grupo BFMAACOL (2.11%) tuvé el menor porcentaje de
células enteroendocrinas. El grupo B (2.34%) presenté un valor intermedio y
comparte semejanzas estadisticas con los grupos BFMAA (2.52%), BFMAAE
(2.90%) y BCELCOL (3.12%), Los porcentajes mayores estadisticamente, para esta
estirpe epitelial, se encontraron en los grupos que recibieron BCEL (3.66%) y BFMN
(5.57%).

En colon, el porcentaje de células enteroendocrinas presentd valores mas
cercanos entre si y sin diferencias estadisticas con rango de 1.23 a 2.92% para
colon proximal y de 1.07 a.2.61 % para colon distal (Grafico 8).
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Grafico 8. Efecto del colesterot y salvado de malz natural y modificado sobre el porcentaje de células
enteroendocrinas en intestino grueso de ratas en crecimiento.
a,b,c indican diferencia estadistica entre tratamientos de una misma region intestinal a p<0.05.
Valores = media, error estandar.
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Porcentaje de células indiferenciadas

En el tercio inferior o basal de las criptas intestinales se cuantificaron células
indiferenciadas, sin que se presentaran diferencias estadisticas por la presencia de
fibra o colestero! en la dieta. Los rangos encontrados fueron para ciego de 4.65 a

7.10%, para colon proximal de 6.7 a 8.2% y para colon distal de 4.56 a 6.15%
(Grafico 9).
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Grafico 9. Efecto del colesterol y salvado de malz natural y modificado sobre el porcentaje de células
indiferenciadas en intestino grueso de ratas en crecimiento.
Valores = media, error esténdar.
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[NDICE DE PROLIFERACION CELULAR (BrdUrd).

En ciego, no hubo diferencias estadisticas en el indice de proliferacion celular,
los valores tuvieron un rango de 15.14 a 21.74% (Gréfico 10). Las células o nucleos
positivos a BrdUrd se observaron en el tercio inferior de fas criptas intestinales
{Figura 3).

Para colon proximal, el indice de proliferacion cetular presentd diferencias
estadisticas, los grupos B (17.43%) y BCEL (16.61%) tuvieron valores intermedios,
indices de proliferacién celular menor estadisticamente se presentaron para los
grupos BFMN (14.78%), BFMAACOL (13.18%) y BFMAA, (12.46%). Los grupos que
recibieron celulosa (22.50%) o fibra de maliz acida aicalina extrusada (23.19%),
tuvieron los mayores (p>0.05) indices de proliferacion (Grafice 10).

En la figura 4 se puede apreciar la diferencia morfolégica de grupos que
presentaron un mayor numero de nucleos positivos a BrdUrd (BCELCOL), contra
aquellas imagenes de nucleos positivos en menor cantidad (BFMAA).

Para esta region, la distribucién de nucleos positivos al anticuerpo BrdUrd fue
mayor, abarcando la parte basal y media de las criptas intestinales.

Por dltimo, para colon distal se encontraron diferencias estadisticas en el
indice de proliferacion, el grupo BFMAA presentd el mayor porcentaje de células en
etapa de proliferacion (21.10%) y diferente significativamente del resto de grupos
que tuvieron un rango de 11.31 a 16.25% (Grafico 10). Para esta seccion o regién
intestinal la distribucion de la zona proliferativa fue en la parte media y basal de las

criptas intestinales, se muestran dos diferentes amplificaciones para seflalar dicha
distribuciéon (Figura 5).
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Grafico 10. Efecto del colesterol y salvado de maiz natural y modificado sobre el indice de proliferacion
en el epitelio del intestino grueso de ratas en crecimianto.
a,b.¢ indican diferencia estadistica entre tratamientos de una misma region intestinal a p<0.05.
Valores = media, error estandar,

Por otra parte, al analizar él niGmero de nicleos positivos a BrdUrd por cripta,
sin relacionarios con &l namero total de células, se encontr6 que:

En ciego, los grupos B (10.09), BFMN (10.63) y BCELCOL (9.62) presentaron
los valores mayores estadisticamente, los grupos con numeros intermedios de
celulas positivas a BrdUrd por cripta fueron BFMAACOL (9.08) y BCEL (8.82). El
menor nimero de nucleos positivos fue para los grupos BFMAAE (7) y BFMAA
(6.15) (Grafico 11).

Para colon proximal, no se encontré diferencia estadistica para este

parametro, sin embargo se aprecia que el grupo B (8.11) presentd un numero de
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nGcleos intermedio, ligeramente mayor para los grupos BCELCOL (10.33) y
BFMAAE (9.75) (Grafico 11).

En colon distal, los valores menores fueron para los grupos B (5.4),
BFMAACOL (5.7) y BFMN (6), valores intermedios estadisticamente se observaron
en los grupos BCELCOL (7.09) y BFMAAE (6.71). El nimero mayor de nucleos

positivo fue para tejidos de ratas que recibieron BCEL (8.45) y BFMAA (10.89)
(Grafico 11),
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Grafico 11. Efecto del colesterol y salvado de maiz natural y modificado sobre el numero de nicleos
epiteliales positivos a BrdUrd por cripta intestinal de ratas en crecimiento.
a,b,c indican diferencia estadistica entre tratamientos de una misma region intestinal a p<0.05.
Valores = media, error estandar.
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Figura 3. Proliferacion epitelial en mucosa cecal. Nicleos positivos
{ —) a BrdUrd en criptas intestinales (ci) de ciego de ratas que
recibieron (3A) celulosa y colesterol (BCELCOL) 6 (3B) fibra de maiz
acida alcalina extrusada (BFMAAE). Técnica Inmunohistoquimica
BrdUrd, tejido sin tefir,




Figura 4. Proliferacién epitelial en mucosa de colon. Nucleos
positivos ———) a2 BrdUrd en criptas intestinaies (ci) de colon
proximal de ratas que recibieron: (4A) celulosa (10%) y colesterol
(1%) (BCELCOL) en la dieta y (4B) fibra de maiz acida alcalina
{10%) (BFMAA). Técnica Inmunochistoguimica BrdUrd, tejido sin
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Figura 5. Proliferacién epiteliat en mucosa de colon. Nacleos
positivos ——» ) a BrdUrd en criptas intestinales (ci) de colon
distal de ratas que recibieron: (5A) celulosa (10%) (BCEL) 6 {5B)
fibra de maiz natural (BF MN), epitelio superficial (es), submucosa
{(sm). Técnica Inmunohistoquimica BrdUrd, tejido sin tefir,

»

o ci

44



45

CELULAS EN PROCESO DE MUERTE

Morfologicamente se identifico y semicuantificé las células en proceso de
muerte, 1os valores se expresaron en numero por cripta intestinal.

En ciego y colon distal se encontré un mayor numero de células en proceso
de muerte, y en ambas regiones fueron mayores para las dietas experimentales que
para el grupo basal, comportamiento que no se presenté en colon proximal.

En ciego los valores, ordenados ascendentemente, fueron: B (0.12), BFMAA
(0.12), BCEL (0.15), BFMN (0.23), BFMAACOL (0.33), BCELCOL (0.36), BFMAAE
(0.38). Para colon proximal, el rango fue menor, BCELCOL (0.06), B (0.08), BFMN
(0.08), BCEL (0.11), BFMAAE (0.11), BFMAA (0.12) y BFMAACOL. (0.12). Para colon
distal se encontré B (0.11), BFMAAE (0.14), BFMN (0.15), BFMAA (0.15), BCELCOL
(0.26), BCEL (0.33) y BFMAACOL (0.38) (Cuadro 6).

Por lo que respecta a la relacion estadistica entre |las variables proliferacion y
muerte celular, solo para colon proximal se encontré un coeficiente de correlacion
("= -0.6405) que permite inferir un vinculo moderado entre estas variables.

CUADRO 6. EFECTO DEL COLESTEROL Y TIPO DE FIBRA DIETETICA SOBRE
EL NUMERO DE CELULAS MUERTAS EN EPITELIO DE INTESTINO GRUESO DE
RATAS EN CRECIMIENTO.

TRATAMIENTOS {NO. DE CELULAS MUERTAS POR CRIPTA
CIEGO COLON PROX | COLON DISTAL
B 0.12 0.08 0.1
BCEL 0.15 0.11 0.33
BCELCOL 0.36 0.06 0.26
BFMN 0.23 0.08 0.15
BFEMAA 0.12 0.12 0.15
BFMAACOL 0.33 0.12 0.36
BFMAAE 0.38 0.11 0.14
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ANALISIS DESCRIPTIVO ULTRAESTRUCTURAL

No se observaron cambios significativos en las caracteristicas generales
ultraestructurales de las diversas estirpes celulares por la presencia de niveles
elevados de fibra y colesterol en la dieta.

Sin embargo, es necesaric mencionar algunas observaciones importantes: en
los tejidos intestinales de ratas que recibieron salvado de malz se encontré una
mayor cantidad de moco fuertemente adherido a ciego y coton, una mayor cantidad
de microorganismos en lumen y sobre epitelio y mayores espacios intercelulares,

principalmente para aquellas ratas que recibieron salvado de maiz modificado o
tratado.

CELULAS COLUMNARES: se caracterizaron por su forma columnar con
nucleo basal y microveliosidades en el borde superior, presentaron diversos
aspectos segun la zona del revestimiento epitelial analizado, lo cual depende del
plano de corte.

En la zona superficial de mucosa se caracterizaron por ser angostas en la
base, de dimensiones mayores en la parte apical y alargadas (de 24 x 5.7 ym)
(Figura 6 A), para el caso de colon proximal ademas estas células presentaron
vesiculas distribuidas uniformemente en el citoplasma apical (Figura‘ 6 B). Se
observaron grandes espacios intercelulares laterales en la parte media y basal de las
células, mayores en el limite con submucosa y en los grupos experimentales que
recibieron 10% de fibra (Figura6 Ay 7 A).

En la zona media de la cripta, presentaron la forma caracteristica con
dimensiones aproximadas de 16-18 um de largo y 7 um de ancho, en esta seccién
de la cripta no se distinguen espacios intercelulares (Figura 7 B).

En varlas muestras analizadas tanto de ratas alimentadas con dieta basal
como aquellas con dietas experimentales se encontraron nlcleos segmentados o

lobulados, tanto en epitelio superficial como en epitelio de la parte media de criptas
(Figura 8 A).
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En la parte apical de las células epiteliales se observaron las
microvellosidades, se distingue el centro de cada microvellosidad formado por
microfilamentos orientados verticalmente, unidos a la membrana plasmatica y se
extienden al citoplasma apical insertdndose en la red terminal, reticulada de
microfilamentos horizontales que forman una capa (Figura 8 B).

En las muestras de ratas que recibieron celulosa o salvado de maiz natural y
tratado se observé una mayor cantidad de bacterias de tipo bacilo, proximas a las
microvellosidades, tanto en epitelio superficial como en los espacios inter criptas,
inclusive en algunas muestras dentro de celuias epiteliales o espacios intercelulares
(Figura7 B, 8 B, 10 A).

CELULAS CALICIFORMES, en proporcion representaron la segunda poblacién
epitelial, su numero aumento de ciego a colon distal. Se caracterizaron por contar en
la parte media y basal de las criptas un estado diferenciado total, evidente por un
acumulo de granulos en el citoplasma apical, lo cual distiende la mayor parte de la
célula, que adquiere la forma tipica de gota, tanto el nlcleo como otros organelos se
desplazan hacia la parte basal de la célula. Las dimensiones promedio para estas
celulas fueron de 16 a 22 um de largo, 3.5 a 5.0 ym de ancho en la parte basal y de
7.5 a 10 ym en la parte superior (Figura 9 A).

La secrecion de mucopolisacaridos por las células caliciformes fue mas
abundante en las muestras de ratas que recibieron salvado de maiz acido alcalino o
acido alcalino extrusado, caracteristica que se observd en diversas muestras de
dichos grupos experimentales, las criptas presentaron abundante contenido
mucopolisacarido (Figura 9 B).

Las microvellosidades son escasas en esta estirpe epitelial y en proceso de
secrecion se pierden como parte de membrana plasmatica para permitir la
eliminacion del material mucopolisacarido (Figura 9).

CELULAS ENTEROENDOCRINAS: En el presente trabajo se localizaron a lo

largo del epitelio de ciego y colon 3 tipos morfologicos de células enteroendocrinas.
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Células claras: En algunas muestras se presentaron células epiteliales con
menor capacidad de constraste (claras) en citoplasma, ndcleo central redondo y con
pequefias vesiculas claras alrededor del nlcleo, en algunas muestras no se
observaron las vacuolas (Figura 10 A).

Células enteroendocrinas de granulos finos, que fueron las mas comunes,
dichos granulos con dimensiones de 0.1 a 0.2 pm de diametro, algunas de estas
células se observaron paralelas a las otras estirpes epiteliales, principalmente en la
parte basal de las criptas (Figura 10 B).

Estas células también se encontraron en la parte media y superior de las
criptas, pero en estas areas las células enteroendocrinas se localizaron en la parte
basal de epitelio. Presentaron nucleo central y granulos finos alrededor de este, con
distribucion homogéneamente en el citoplasma (Figura 11 Ay 11 B), se observaron
escasas microvellosidades.

Un tercer tipo de células enteroendocrinas se identificé por el tipo de granulos,
abundantes y de dimensiones mayores, 0.5-0.6 pm (Figura 12 A), estas células se
localizaron preferentemente hacia la zona basal de epitelio, junto a células

columnares y caliciformes (Figura 12 B y C), con granulos redondeados y
electrondensos.

CELULAS EN PROCESO DE MUERTE; se observaron células en proceso de
muerte en la parte apical o superficial de las criptas, con caracteristicas tipicas, de
pérdida de material celular inciuyendo nucleo y restos de citoplasma (exfoliacion del
material celular) (Figura 13 A). Sin embargo, en algunas muestras se 6bservaron
celulas muertas en {a parte media de la cripta intestinal, con caracteristicas de célula
apoptotica, es decir, cromatina condensada en la periferia de nlcleo celular,

vesiculas en citoplasma y perdida de limite celular (Figura 13 B), proceso poco
comun en esta area de las criptas.



Figura 6. Células columnares. Parte apical de criptas (6A), epitelio columnar, donde se distinguen fos nticleos (nc) de células columnares
{eol), grandes espacios intercelulares (i ). mayores en el limite basal de epitelio, asi come microvellosidades ( —®) Cofon distal de
rates que recibieron fibra de maiz écida aicalina y colesterol en la dieta,

(6B), células columnares vacuoaladas (ve) de colon proximal de ratas que recibieron fibra de maiz dcida alcalina extrusada.
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Rgura 7. Células columnares. (TA) Parte apical de cripta intestinal, se observan niicleos celufares (nc), microveflosidades (mv) y regién
basal del epitelio {b). Ciego de ratas que recibjeron fibra de maiz acida alcalina en fa dieta.
(7B), células columnares (col}, de la parte media de cripta, por el plano de corte se observan corfas. En el espacio enire criptas (Ii), se
aprecian microorganismos (mo). Ciego de ratas que recibieron celulosa y colesterd en la dieta.
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Figura 8. Epitelio columnar. (8A) Nucleo segmentado (ns) en epitelio, érea media de cripta de ratas que recibieron celulosa y colesterol en
la dieta.
(8B) Detalle de limite celular superior se observan microvellosidades (mv)} y estructuras del citoesqueleto (ct), asi como microorganismos
(mo) en lumen intestinal (If) . Colon distal de ratas que recibieron celulosa y colesterof en la dieta.
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Figura 8. Células caliciformes. Imagen de célula caliciforme (cc) con abundante contenido mucopolisécarido (mp) y liberacién de material
) al lumen intestinal (i), el resto def contenido celular se ubica en la parte basal de la célula, nucleo celular (nc).
(9A) Colon distal de ratas que recibieron celulosa y colesterol (BCELCOL), o (9B) fibra de maiz &cida alcalina extrusada (BFMAAE) en fa
dieta, en este Gitimo grupo fa liberacién de material fue abundante (*).
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Figura 10. Célufas enteroendocrinas Parte basal de cripta intgstinal, (10A) se observan diversas celulas epiteliales; caliciformes (cc),

y claras (¢f); con niicleo central (nc) y citoplasma clarc { W' ). En el lumen intestinal (li) se aprecian microorganismos (1 ).Colon
distal de ratas que recibieron celufosa y colesterol (BCELCOL).
(10B) Area basal de criptas, se observa célula enterocromafin (ce) de granulos finos (gf) , junto a nicleos (nc) de células

indiferencias (cin) colon proximal de ratas que recibieron fibra de maiz dcida aicalina exfrusada en la dieta.
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Figura 11. Células enteroendocrinas. Epitelic superficial (11A) se observan a mayor detalle la estructura de células entercendocrinas
(ce) de granulos finos (gf), colon proximal de rafas que recibieron celulosa (BCEL) en la dieta.
(11B) Corte tangencial de epitefio superior de criptas, se observan 3 célufas enterocromafines (ce) de grénulos finos (T ), junto

a nilcleos (nc) de otras células, colon proximal de ratas que recibieron dieta basal celulosa colesterol (BCELCOL).

PG



Figura 12. Células enteroendocrinas (ce). Se encontraron en todas las regiones analizadas, principalmente en ciego. En 124y 128, se
distinguen por sus granuios (gm) de dimensiones mayores 0.5-0.6 um, ciego de ratas que recibieron dieta basal. En 12C, epitelio de
colon distal de ratas que recibieron BFMAAE, célula enteroendocrina con grénufos grandes al lado de células caliciformes (cc)., se
observa ademas espacios que corresponden a lamina propia (Ip) y lumen intestinal (1i).
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Figura 13 Muerte celular. Se observan (13A) 2 células epiteliales en proceso de exfoliacion ( mce ) en la parte superficial de
epitelic de ratas que recibieron salvado de malz natural (BFMN), se distinguen restos de nticleos celulares (nc) y contenido
citoplasmatico (cit).

(13B) Muerte celufar (mc ) en epitefio, parte basal de cripta, caracteristica por cromatina periférica ( ™), gran cantidad de
espacios intracelulares { > ), se distingue también una célula enteroendocrinas (ce). Grupo que recibié celulosa (BCEL) en la
dieta.

X1200 | - 13A

99



57

DISCUSION

PARAMETROS NUTRICIONALES

En el presente trabajo se utilizé el salvado de maiz tanto natural, como tratado
con acido, alcalis y extrusién, dichos tratamientos permiten aumentar el porcentaje
de fibra soluble, hasta un 12 %, y disminuir elementos insolubles (Ning, 1991).

Ademas, se combinaron niveles elevados de fibra (10%) y colesterol (1%),
esto en comparacion con los requerimientos para la especie (4-5% de fibra y 0.1%
de colesterol) (NRC, 1995), para evaluar el posible efecto sinérgico de ambos
elementos (Gallaher et al., 1995; Whiteley et al., 1996) sobre los parametros
estudiados.

En téerminos generales se observé un aumento del peso corporal y ganancia
de peso en los grupos analizados. Sin embargo, a pesar de que las dietas
semipurificadas fueron isocaloricas e isoproteicas (Benevenga et al., 1994; NRC,
1995), se encontraron diferencias significativas en la mayoria de los parametros
nutricionales.

Se observo que los grupos que recibieron fibra (10%) presentaron un menor
peso corporal, probablemente debido a un efecto adverso de niveles elevados de
fibra en el periodo de crecimiento de las ratas, algunos autores sefalan la relacion
de la FD con la disminucion en la absorcion de elementos energéticos, minerales y
vitaminas (Schweizer et al., 1991; Anderson et al., 1994; Tinker et al., 1994).

También se establece una disminucion en la digestibilidad de la mayoria de
nutrimentos cuando se proporciona fibra en la dieta (Bach-Knudsen et al., 1994), la
digestibilidad de nutrimentos como proteina, depende ademas del tipo y cantidad de
fibra proporcionada (Sakaguchi et al., 1997). En una prueba de digestibilidad in vivo
en humanos se encontré que el contenido de energia metabolizable y digestibilidad
de proteinas y grasas disminuye por la presencia de fibra (3-7%) (Bear et al., 1997).

Algunos autores encuentran que el periodo para que la digestibilidad de

algunas fibras (celulosa, pectinas y gomas) sea estable, es de 4 a 7 dias (Barry et
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al., 1995), tiempo suficiente para disminuir la digestibilidad de otros componentes de
la dieta y que se pueda reflejar en menor ganancia de peso en un periodo de 28
dias.

Los efectos de la fibra sobre peso corporal y ganancia de peso se han
analizado en diversos estudios con resultados contradictorios, probablemente debido
a la variedad de fuentes de fibras utilizadas, de dietas (purificadas, convencicnales,
con diferentes aportes energéticos o protéicos), periodos de analisis y edad de los
animales experimentales. Se encuentra ademas una respuesta diferente, si la fibra
es suministrada a animales convencionales, 0 con algun dafio o patologia, por
ejemplo de tipo cancer (Nishina et ai., 1990; Anderson et al.,, 1994, Zoran et al,
1997).

Rao et al. (1996), encontraron menor peso corporal (6-9%) en ratas
alimentadas con niveles altos de fibra (9-14%) vy lipidos (7-8.5%) a corto plazo (4
semanas). Sin embargo, cuando el estudio se evalia a las 110 semanas los grupos
experimentales presentaron mayor peso corporal (15-20%), que el grupo control (5%
grasa, 3.5% fibra), probablemente debido a un proceso de adaptaciéon a la dieta
suministrada.

En otro estudio, en ratas (100-125 g) a las que se les suministré una de 5
dietas (control sin fibra, control hiperlipidemica, 3% de fibra de ciruela pasa, 6% de
fibra de ciruela pasa o pectina) a libre acceso por 28 dias demostrd que el promedio
de peso corporal final de las ratas no difirié por efecto de las dietas (Tinker et al.,
1994).

No se encontré diferencia significativa en el aumento de peso corporal de
ratas alimentadas con dietas que contenian el 10% de celulosa, fibra insoluble de
algarrobo o goma de algarrobo con 8 0 15% de grasa (Ruiz-Roso et al., 1999).

Por los resultados del presente estudio y con el apoyo de los datos anteriores
se establece que las diferentes fibras proporcionadas tuvieron un efecto moderado

sobre peso corporal final, atribuyéndole caracteristicas de fibra insoluble en un
periodo corto de prueba.
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Para consumo de alimento, solo los grupos que recibieron el salvado de maiz
modificado con acido-alcali y/o extrusado, tuvieron menor consumo de alimento,
probablemente debido a la palatabilidad que le confiere el 10% de fibra a ia dieta.
Sin embargo, al analizar la conversion alimenticia esta fue mas eficiente para
aguellas ratas que recibieron el salvado de maiz modificado, ya que requirieron
menor cantidaa de alimento para lograr la ganancia de peso indicada para cada
grupo. Lo anterior, coincide con un trabajo que reporta una conversioén adecuada
(3.19) para ratas que recibieron niveles elevados de fibra (20% de salvado de trigo),
en comparacion con animales que no recibieron fibra (conversion 3.73) (Boffa et al.,
1992).

Por ofra parte, en el presente trabajo se encontré6 que el peso de intestino
grueso fue mayor en aquellos animales que recibieron como fuente de fibra: salvado
de maiz acido-alcalino extrusado, acido-alcalino y celulosa y colesterol, lo cual
coincide con la mayoria de estudios que le confieren a la fibra insoluble, soluble y
algunos lipidos la capacidad de aumentar el tamafio y peso de ciego y colon.

En ratas microbiologicamente convencionales se encontré que la dieta con
celulosa-grasa induce aumento del volumen tisular en colon. En ratas libres de
microorganismos (SPF) el fendmeno se presenta para celulosa, celulosa-grasa y
comercial, en comparacion con la dieta sin fibra (Whiteley et al., 1996).

Goto et al. (1996), observaron aumento significativo en el peso y longitud de
ciego en ratas alimentadas con fibra (7.5 y 15% de goma), a partir de los 10 dias de
ensayo (duracion totai 30 dias).

Stark et al. (1996) encontraron, que al suministrar a ratas el 15% de celulosa o
pectina, aumentd la longitud de intestino deigado y grueso, celulosa solo provocd
alargamiento de colon.

El crecimiento del intestine grueso por [a presencia de fibra en la dieta no solo
se encuentra en ratas (modelo biomédico de mamiferos monogastricos), sino
también en otros animales como pollos de engorda (Jorgensen et al., 1996)

La adicion de fibras solubles (pectinas, gomas, almidones resistentes) a la

dieta aumenta viscosidad, promueven fermentacion y produccion de acidos grasos
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volatiles en ciego, que tienen un efecto tréfico sobre mucosa (Greger, 1999) y
permite explicar en parte el aumento de peso, volumen y fongitud del intestino
grueso.

Para fibras insolubles como salvado de frigo, el aumento en el tamarfio del
intestino grueso se atribuye a una hiperplasia, se encontrd ademas, aumento en
parametros biogquimicos como contenido de DNA, RNA y proteinas en mucosa
(Jacobs et al., 1981). Este aumento en el crecimiento de mucosa correlaciona
positivamente con el peso fecal y no con cambios en la fermentacion colonica
(Whiteley et al., 1996), como ocurre de manera general en las fibras solubles.

En este estudio se encontrd un aumento en el peso de higado de
aproximadamente 27% en comparacidon con aqguellas ratas que no recibieron un
exceso de colesterol. Este dato coincide con lo reportado en un estudio realizado con
ratas, al suministrar una dieta comercial sin colesterol y una experimental alta en
colesterol (2%), se observdé un 37% de aumento de peso del higado por efecto de
deposito de lipidos (Beynen et al., 1984).

Se establece que el efecto hipocolesterolémico en sangre e higado depende
del tipo de fibra, las de tipo soluble (pectina, psilium, gomas) disminuyen la
concentracion de colesterol en higado (probablemente por un aumento en la
excrecion de esteroles neutros fecales) (Arjmandi et al., 1892a; 1992b; Kritchevsky et
al., 1985), y que para psilium esta capacidad no se altera después de 8 meses de
almacenado a 40 °C (Arjmandi et al., 1997).

En ratas alimentadas con fibra de betabel, {os acidos grasos volatiles {AGVs)
productos de la fermentacion cecal, estan relacionados posiblemente con la
disminucion de colesterol sérico y modificacion de la sintesis de colesterol hepatico,
debido a un aumento en la excrecion de acidos biliares (Hara et al., 1999).

Por otro lado, la fibra de tipo insoluble como celulosa y salvados de avena,
trigo y maiz no disminuyen el colesterol hepatico (Arjmandi et al., 1992a; Arjmandi et

al., 1992b; Anderson et al., 1994). El salvado de maiz modificado con tratamientos
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quimicos y fisicos, utilizado en el presente estudio, presenté un mayor contenido de
fibra soluble (12%) (Ning et al., 1991). Sin embargo, actué con caracteristicas de
fibra insoluble para este parametro. '

Con respecto al pH del contenido cecal, se encontré una disminucion
significativa en las ratas que recibieron salvado de maiz modificado y colesterol, lo
cual coincide con trabajos anteriores (Knudsen et al., 1993, Lund et al, 1893), debido
probablemente a un patrén diferente de fermentacion. La disminucion det pH cecal
proporciona evidencia indirecta de fermentacion y mayor produccion de AGVs (Lund
et al., 1993).

Se encontrd una relacion directa entre |la presencia de salvado de avena (fibra
soluble) y una mayor produccion de AGVs, principalmente acido butirico, con la
acidificacion del contenido de colon (Zoran et al., 1997), sin embargo, el grado de
acidificacion depende del tipo de fibra (Folino et al., 1995).

PARAMETROS MORFOMETRICOS

En la mayoria de paradmetros morfométricos se encontré6 una respuesta
regional al tipo de fibra y contenido de colesterol suministrado. En ciego y colon
distal se observo, en términos generales, un mayor espesor de mucosa en ratas que
recibieron dietas experimentales, en colon proximal el grupo basal presenté el mayor
espesor de mucosa, esta respuesta regional se explica por algunos autores como el
efecto de diferentes patrones de fermentacion y diversas concentraciones de AGVs
en ciego, colon proximal y distal.

En ratas jovenes adultas alimentadas con dietas basales y 8% de pectina o
salvado de trigo, se encontré una fermentacion regional. La presencia de pectina
aumento la concentracion de propionato en colon proximal y distal, y la
concentracion de acetato en colon proximal. El salvado de trigo favorece la
concentracion de butirato en ciego, colon proximal y distal. Ademas se encontraron

diferencias en parametros morfométricos, como profundidad de criptas {Lupton et al.,
1983).



62

Boffa et al. (1992), encontraron que al suministrar 10, 15 y 20% de salvado de
trigo en la dieta, el grupo control (sin fibra) presenté hiperproliferacion e hipertrofia en
colon proximal, los grupos experimentales presentaron el menor nimero de células
por cripta.

Por lo que respecta a profundidad de criptas en ciego y colon proximal, se
observaron valores mayores para los grupos experimentales. Sin embargo, no todos
fueron estadisticamente diferentes al control. En colon distal el grupo basal presenté
un valor intermedio superado solo por celulosa con y sin colesterol y salvado de maiz
natural. Hallazgos similares se encuentran en ciego cuando se proporcionan fibras
solubles (fructo-oligosacaridos, xilo-oligosacaridos y gomas 30 g/l), es deéir, aumento
en la profundidad de criptas, en la zona de proliferacion y en él nUmero de células
por cripta, mientras que para colon distal la mayor profundidad de criptas fue para el
grupo control (Howard et al., 1995)

En ratas que recibieron pectina o salvado de trigo se encontrd para ciego y
colon proximal una mayor profundidad de criptas y numero de células por cripta, sin
embargo, en colon proximal no se encontraron diferencias para estos parametros
(Lupton et al., 1993)

En profundidad de criptas no se encontré un efecto importante por la
presencia de colesterol. Sin embargo, Qu et al. (1996) observaron que la profundidad
de criptas es mayor en ratas alimentadas con exceso de lipidos y que ademas,
influye el tipo de lipidos proporcionados.

Cuantificacion y ultraestructura de células epiteliales

Al evaluar el porcentaje de células epiteliales se encontrd que para células
columnares y caliciformes, el grupo basal presenté valores intermedios en las tres
regiones de intestino grueso y solo se observaron diferencias importantes en colon
proximal, esto es; aumento significativo en el porcentaje de células caliciformes, se

aprecio ademas una mayor secrecion de mucopolisacaridos en tejidos de ratas que
recibieron las dietas con salvado de maiz
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Independientemente de los tratamientos analizados se aprecia un aumento en
la proporcidon de células caliciformes de ciego a colon distal (Ross et al., 1999).

Poco se conoce sobre los mecanismos que regulan la diferenciacion y
proliferacion de células caliciformes, algunos factores estudiados por diversos
autores (referidos en lLundin et al, 1993) son: agentes o nervios colinérgicos,
haormonas, factores inflamatorios, lectinas, toxinas bacterianas. Ademas, se sefiala a
la mucina o secrecidon mucoprotéica como elemento importante en la proteccion de
la mucosa.

Se ha registrado hiperplasia de células caliciformes en intestino, asi como
secrecidbn de mucopolisacaridos mayor, durante el proceso de eliminacion de
nematodos (McKenzie et al., 1998) ¢ por la presencia de Echinostoma lrivolis en
ratones (Fujino et al.,, 1996) o con Trichinella spiralis (Ishikawa et al., 1997), por lo
que atribuyen a esta estirpe epitelial un papel de defensa contra parasitos o agentes
irritantes.

La mucina lubricante que se secreta por las células caliciformes contribuye
ademas a la proteccion intestinal contra cambios o dafios mecanicos. Dietas toscas
o gruesas, altas en fibra (37%) produjeron aumentos significativos en la capacidad
de secrecidn de mucina debido a un aumento en la longitud de las criptas, de células
por cripta y céluias caliciformes maduras (Schidt-Witting et al., 1996).

En colon aislado y perfundido vascularmente, como modelo, se ha reportado
que diferentes polisacaridos de algas, acetato y butirato inducen una mayor
secrecion de mucina, por lo que se sugiere que algunos constituyentes alimenticios y
sus productos de fermentacion pueden regular la funcién secretora de células
caliciformes de colon (Barcelo et al., 2000).

Las células columnares fueron las mas abundantes y su nimero disminuye
ligeramente de ciego a colon distal (Jub et al., 1993; Ross et al., 1999). A nivel
ultraestructural se encontraron en colon, mayocres espacios intercelulares en las
ratas que recibieron niveles elevados de fibra y colesterol, lo cual coincide con
hallazgos realizados por Tamura y Suzuki (1997) en intestino delgado de ratas que
recibieron 8% de pectina en la dieta.
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Por lo que respecta a las células enteroendocrinas, se encontrd un mayor
porcentaje en las muestras de ratas que recibieron las dietas experimentales. Sin
embargo, solo en ciego hubo diferencias significativas. Porcentajes mayores se
registraron para los grupos celulosa y salvado de maiz natural (fibras insolubles
tipicas).

En base a las caracteristicas ultraestructurales de los granulos las células
enteroendocinas encontradas en el presente trabajo, estas son similares a: células
D1 (granulos finos), se desconocen su producto de secrecion, células L (granulos
grandes o mayores), secretan enterogiucagon vy las celulas claras, dificil de distinguir
sus granulos semejan a células tipo D, secretoras de somastotatina (Fawcett, 1986).

El suministro de fibra también modifica el tiempo de transito en ciego y colon,
el volumen y numero de pastilias resulta mayor. Por ejemplo, con el consumo de
salvado de trigo. Munakata et al. (1995) sugieren que el menor tiempo de transito en
ciego y colon, el aumento en el volumen fecal y la supresion de absorcion de grasas,
todos estos elementos participan en el mecanismo de accion inhibitoria del salvado
de trigo sobre la carcinogenesis y diverticulosis del intestino grueso.

Dietas altas en grasa y bajas en fibra se han asociado con una incidencia
mayor de cancer de colon, posiblemente por un aumento de la concentracion de
acido biliar en colon {(Gallaher et al., 1995).

PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR

L.as modificaciones en el espesor de mucosa y dimensiones de las criptas se
asocian por algunos autores, con cambios o alteraciones de proliferacion celular y
que dichos cambios dependen de la calidad y cantidad de fibra (Jacobs et al., 1983;
Lundin et al, 1993, Jin et al, 1994; Yoshioka et al., 1994). También se ha
encontrado ia participacion de factores no dietéticos en el proceso. Sin embargo, el
fendmeno es semejante: factor estimulante, aumento de proliferacion celular,

modificacion de mucosa incluyendo vellosidades y criptas (Ducker et al., 1986).
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En el presente trabajo, se encontré un indice de proliferacion celular diferente
para cada region analizada: en ciego, no se encontraron diferencias estadisticas. Sin
embargo, se aprecian valores menores (evidentes en el nimero de nicleos
positivos) o semejantes al basal. En colon proximal, el grupo basal present6 un valor
intermedio (17.43%), y para colon distal, los grupos experimentales presentaron
valores ligeramente mayores al basal. Los grupos con colesterol presentaron mayor
indice de proliferacion celular, excepto para colon distal. La informacion generada al
respecto en la literatura es contradictoria, probablemente porque atin no existe la
correlacién precisa entre la denominacion y estructura funcional de la fibra dietética.

Al comparar los valores de proliferacion y muerte celufar solo se encontré un
coeficiente de correlacion moderado en colon proximal, que establece una relacidn
negativa entre muerte y proliferacién, lo cual probablemente explique los valores
semejantes de los grupos experimentales y el basal en algunos de los parametros
estudiados.

Un aumento en el consumo de grasas y disminucion de fibra, por periodos
cortos de 1-2 semanas, no modifican la tasa de proliferacidon celular rectal en
humanos sanos (Gregoire et al., 1991). El consumo de fibras solubles aumenta de
manera modesta el indice de proliferacion celular en ciego de ratones y ratas
(Howard et al., 1995). La presencia de salvado de trigo (fibra insoluble) produjo una
mayor area de proliferacién celular en colon de cerdos (Jin et al., 1994).

La presencia de pectina y salvado de avena en ciego presentan una mayor
concentracidon de AGVs, lo cual, correlaciona positivamente con la zona de
proliferacién celular y el nimero total de células por cripta. Sin embargo, en colon
distal no existe correlacion entre la concentracién de AGVs y proliferacion celular.
Por lo que se sugiere que el efecto de la fibra dietética sobre la cinética de colon
distal se realiza mediante diferentes mecanismos (Zhang y Lupton, 1994).

Los mecanismos relacionados con proliferacién celular son diversos. Sin
embargo, en el binomio fibra-intestino grueso, uno de los mas importantes es la

concentracion de &cido butirico y el patron de fermentacién, los procesos que
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desencadenan estadn aun en discusidn, ya que existen reportes contradictorios al
respecto (Boffa et al., 1992; Edwards et al., 1992)

La mayoria de estudios relacionados con fibra-colon, actualmente, estan
inmersos en el tema de carcinogenesis, los pardmetros que se estudian son:
proliferacion, diferenciacion celular y apoptosis (Hong et al.,, 1997). Sin embargo,
existen resultados contradictorios sobre el efecto de la fibra y colesterol o lipidos
sobre estos pardmetros. Algunos datos indican que la fibra y lipidos modulan la
proliferacion celular de colon de manera especifica (Lee et al., 1993)

Lo anterior puede ser el resultado de que el termino FD representa un rango
amplio de materiales, algunos capaces de proteger contra patologias del TGI, pero
algunos otros elementos de la FD pueden inducir o aumentar la carcinogénesis. En
general, la experimentacion con animales indica que las fibras solubles no protegen
sobre dichos padecimientos y sin embargo algunas fomentan carcinogénesis, los
mecanismos aun estan en discusion (Harris, 1999).

Por otra parte se propone, que el salvado de trigo, en comparacion con el
salvado de maiz o de avena, disminuye significativamente los niveles de diferentes
promotores de tumores (Reddy, 1999). En ratas, esta fibra insoluble disminuye la
presencia de criptas aberrantes, un marcador importante utilizado cominmente para
evaluar la eficacia de agentes quimiopreventivos (Earnest et al.,, 1999). El efecto
protectivo es mas evidente cuando en las dietas se reduce en contenido de energia
en un 10 0 20% (Kritchevsky, 1999).

Por lo que respecta a diferenciacion celular, se ha reportado que tanto las
fibras fermentables como no fermentables, reducen la permeabilidad paracelular,
especificamente en colon distal, posiblemente como elemento importante de la
diferenciacion celular, los mecanismos al parecer son diferentes y estan en discusion
(Mariadason et al., 1999).

Resulta necesario continuar con la busqueda de los mecanismos involucrados
en el efecto de la fibra dietética y lipidos sobre metabolismo y modificaciones a nivel
de parametros morfométricos y fisioldgicos del intestino como principales érganos

relacionados.
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La tendencia actual en la alimentacién humana es regresar a los alimentos
integrales y naturales (granos, frutas, verduras), ya que estos contienen fotoguimicos
que proporcionan una adecuada funcion del colon, disminuyen las necesidades de
defensas oxidativas y modifican de manera benéfica las lipoproteinas (Bruce et al,,
2000).

Resulta necesario continuar con un estudio citoquimico e inmunohistogquimico
sobre las diversas estirpes epiteliales (caliciformes, enteroendocrinas y de Paneth) y
apoptosis, para complementar la informacién sobre el efecto del salvado de maiz

natural y modificado en el proceso de proliferacion, diferenciacion y muerte epitelial
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES EXPERIMENTALES

1.- La inclusién del 10% de fibra en la dieta disminuye la ganancia de peso de ratas
en crecimiento. |

2.- La eficiencia alimenticia fue menor en ratas que recibieron salvado de maiz

natural o celulosa. La conversion alimenticia fue mas adecuada para el grupo basal
fibra de maiz acida alcalina

3.- El nivel elevado de colesterol (1%), en la dieta de ratas en crecimiento, aumenta

un 27% el peso de higado por actimulo de lipidos, independientemente de la
presencia de fibra.

4.- El pH del contenido cecal fue cercano al neutro, siendo mayor para el grupo

Basal (7.17) y ligeramente acido en los grupos que recibieron fibra de maiz &cida
alcalina (6.54, 6.63).

5.- El consumo de celulosa o salvado de maiz acido alcalino a niveles elevados,

independientemente de la presencia de colesterol, produjo un aumento en el peso
del intestino grueso

6.- En ciego y colon distal, se encontré un aumento en el espesor de mucosa vy

profundidad de criptas en la mayoria de grupos experimentales

7.- En colon proximal el porcentaje de células caliciformes y columnares presenté

diferencias estadisticas, el grupo basal tuvo valores intermedios.
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8.- En ciego se encontrd un aumento en el nimero de células enteroendocrinas,

principalmente en ratas que recibieron salvado de maiz natural y celulosa en [a dieta.

9.- El indice de proliferacidén celular fue mayor en ratas que consumieron celulosa y
salvado de maiz acido alcalino extrusado en colon proximal, y salvado acido alcalino
para colon distal.

10.- El nimero de células en proceso de muerte fueron ligeramente menores para el

grupo basal en ciego y colon distal, y semejantes al basal en colon proximal.

11.- Al comparar los valores de proliferacion y muerte celular solo se encontrd

moderada correlacién negativa en colon proximal

12.- El andlisis descriptivo ultraestructural de las células epiteliales no muestra

diferencias importantes por la presencia de fibra y colesterol en |a dieta.
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CONCLUSIONES GENERALES

1.- Las ratas que recibieron niveles elevados de fibra en la dieta, tuvieron menor

ganancia de peso, sin embargo la conversion alimenticia fue adecuada.

2.- La presencia de fibra de maiz acida-alcalina, independientemente del colesterol,
aumenté el peso de intestino grueso, dato que coincide con valores mayores en
espesor de mucosa y profundidad de criptas en ciego y colon distal, asi como con

perdida de la correlacion entre proliferacion y muerte celular.

3.- El peso de higado aumentd significativamente por la inclusién del 1% de
colesterol en la dieta, sin que la presencia de fibra de maiz acida alcalina
disminuyera la acumulacion de lipidos.

4.- El salvado de maiz modificado con tratamientos acido, alcalino y extrusion

present6 efectos de fibra dietética de tipo insoluble.
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