Acidificante en el agua de bebida

y barrera mucosa cecal del conejo
Los acidificantes en el agua de bebida disminuyen el PH cecal, incrementan la flora saprófita y favorecen la cecotrofia.  El objetivo fue analizar los posibles cambios inducidos en la mucosa cecal por el uso de acidificantes en el agua de bebida.

Se utilizaron 20 conejos neozelandeses al destete divididos en dos grupos.  Grupo 1 (control) agua de red PH 7,2.  Grupo 2 (experimental) se le suministró agua de bebida de PH 4 durante 50 días.  En el grupo con acidificante no se detectaron alteraciones histopatológicas. 

En ambos grupos los estudios realizados mostraron similares resultados en la composición de las mucinas superficiales y criptales, número de mastocitos mucosos, número de células enteroendócrinas y de linfocitos CD5+ y CD25+. 

Lo descrito nos permite concluir que la disminución del PH en el contenido cecal no induce cambios en la barrera mucosa del ciego, detectables con las técnicas empleadas, resultando recomendable su uso en cunicultura.

Introducción
En la fisiología digestiva y la nutrición del conejo, la cecotrofia es un proceso fundamental que le permite continuar, en el ciego, la digestión iniciada en el intestino delgado. 

El ciego se comporta como una cuba de fermentación bacteriana similar al rumen de los poligástricos. En él se originan los cecotrofos, que eliminados por vía anal, son ingeridos por el animal. 

Este proceso puede repetirse hasta dos o tres veces reciclando los nutrientes con mayor aprovechamiento de los mismos. La digestión bacteriana cecal es realizada por colibacilos saprófitos y clostridia. 

El desarrollo de la microflora normal está condicionado por el PH del contenido del ciego.  Así la acidez del medio favorece la presencia de flora saprófita, mientras que la alcalinización la modifica con aparición de Escherichia coli patógena. 

Las alteraciones en la microflora, generalmente relacionadas a variaciones en la dieta (cantidad de fibras y de proteínas, entre otros) se manifiestan con diarrea, pérdida de peso y pueden llevar a la muerte del animal.   Los productores, ante la presencia de diarrea, utilizan en forma empírica el agregado de vinagre al agua de bebida. 

En un trabajo anterior demostramos que, suministrando a conejos durante toda la crianza y en forma continua, agua de bebida a PH 4 se logra acidificar el contenido cecal con disminución de Escherichia coli y aumento de la flora saprófita.  En el presente trabajo analizamos los posibles cambios inducidos en la barrera mucosa cecal por el uso de acidificante en el agua de bebida. 

Con ese objetivo se realizaron controles de PH cecal, estudios histopatológicos e inmunohistoquímicos de la mucosa de ciego de conejos a los que se les suministró durante 50 días agua de bebida a PH 4.

Material  y  método

Se utilizaron 20 conejos neozelandeses jóvenes de 900 kilogramos de peso promedio, de ambos sexos, que durante 50 días fueron mantenidos en condiciones habituales de criadero, con alimentación a base de balanceado e hidratación ad libitum, divididos en dos grupos.
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Grupo 1 (control) agua de bebida corriente de red a PH 7,2.

Grupo 2 (experimental) agua de bebida a PH 4 obtenida con el agregado de buffer de ácido acético-acetato de sodio.


A los 50 días de iniciada la experiencia los animales fueron sacrificados y se analizó el PH del contenido cecal diluyendo las muestras al 10% en agua destilada.

Muestras de ciego se fijaron en formol buffer al 10% para estudio histopatológico, de mucinas y de células enteroendócrinas.  Otras muestras fueron fijadas en Carnoy para estudio de mastocitos y en nitrógeno líquido para inmunohistoquímica.

El material fijado en formol y Carnoy se incluyó en parafina y se cortó a 6 micrómetros.  El material congelado se cortó con crióstato a 6 micrómetros. El estudio histopatológico se realizó con Hematoxilina Eosina.

Se realizó el siguiente conjunto de técnicas histoquímicas para caracterización de mucinas epiteliales:
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Alcian Blue PH 0,5  para mucinas sulfatadas.
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     Metilación débil saponificación, para bloqueo de grupos sulfatos.
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     Alcian Blue PH 2,5  para mucinas carboxiladas. 
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    PAS para mucinas totales.
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    KOH-PA*-Bh-PAS para azúcares neutros.
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    KOH - PA*S para ácidos siálicos totales.
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    PA* (PAS a 4ºC y PH 2) para ácido siálico no sustituido en C7 y/o C9.
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    PBT-KOH-PAS para ácido siálico sustituido en C8, C7 y C8 y C7, C8 y C9.

Con relación a las mucinas se consideró cubierta mucosa y células caliciformes de epitelio superficial y criptal, realizándose su análisis cualitativo.

Alcian Blue pH < 1 (fijado en Carnoy) para mastocitos (4) contándose 20 campos microscópicos a 400´ en cada animal y refiriéndoselos como media aritmética por campo.

Técnica de Pascual (tinción argéntica) para células enteroendócrinas (16) contándose 20 campos microscópicos por cada animal y refiriéndoselas con relación a 100 enterocitos. Se consideró epitelio superficial y criptal.

En el estudio inmunohistoquímico se utilizaron anticuerpos monoclonales rata anticonejo CD5 para células T totales (Pharmingen, San Diego, California).

Anticuerpos monoclonales rata anticonejo CD25 como marcador de activación de linfocitos T (Pharmingen, San Diego. California). Revelador Histostain Kit (Zymed, South San Francisco, California).

Para cada técnica y cada animal se analizaron 5 cortes contándose 10 campos de 400 aumentos expresándose lo cuantificado como la media aritmética por campo.

Resultados

El PH del contenido cecal fue de PH 7,30 para el grupo control y 6,04 para el tratado con acidificante, coincidente con lo reportado por nosotros anteriormente.  En ambos grupos el estudio histopatológico no mostró alteraciones ni lesiones de la mucosa cecal.

Las mucinas luminales y de las células caliciformes del epitelio superficial y criptal, caracterizadas por el Alcian Blue y el PAS y sus técnicas derivadas, evidenciaron en el grupo 2 similar patrón que en el grupo control.

Se constató que las células caliciformes y las mucinas superficiales fueron positivas al AB a ambos PH, indicando la presencia de mucinas ácidas sulfatadas y no sulfatadas. El PAS y sus técnicas derivadas reaccionaron con las células caliciformes y mucinas epiteliales, siendo negativos los enterocitos.

Con dichas técnicas se pudo determinar la presencia de ácido siálico sustituido en C7 o C9 y sustituido en C8, di o tri sustituido. Estos resultados son congruentes con los descritos en conejos normales (2-3).

El número de mastocitos Alcian Blue positivos fue de 1,4 por campo en el grupo 1 y de 1,29 en el grupo 2 (diferencia no significativa). Cifras consideradas normales.

La cuantificación de células enteroendócrinas en el grupo 1 mostró en epitelio superficial 1,53 células enteroendócrinas por 100 enterocitos y el criptal 3,10 células enteroendócrinas por 100 enterocitos. 

En el grupo 2 en epitelio superficial se contabilizaron 1,41 y 2,87 en el epitelio criptal (diferencias no significativas entre ambos grupos). Valores comprendidos dentro de los parámetros de normalidad.

En el grupo 1 se constataron 24 linfocitos CD5+ y 12 CD25+ por campo y 23.89 y 11.97, respectivamente, en el grupo 2. Valores coincidentes con los descritos como normales.

Discusión y conclusiones

Los resultados muestran que el uso de acidificante en el agua de bebida logra una efectiva acidificación del contenido cecal, dato que ya fuera comunicado por nosotros. Las mucinas desempeñan un importante rol protectivo y lubricante en la mucosa (2-3).

En el grupo experimental (G2) la permanencia del patrón de distribución e igual reacción histoquímica de las mucinas que en el grupo 1, indica que el uso de acidificantes no modifica, a nivel detectable con las técnicas utilizadas, las características de las mucinas epiteliales del ciego (18). Por lo tanto encontramos glicoproteínas en estadios inmaduras y otras con función protectiva.

La no modificación con relación al grupo control, del número de mastocitos, células enteroendócrinas y linfocitos CD25+, demostraría que el uso de acidificantes no altera la barrera mucosa ni favorece el pasaje de antígenos capaces de producir sensibilización (4-6).

El agregado de acidificante al agua de bebida no tiene la complejidad, costo, ni restricciones de otros métodos, como la utilización de probióticos o el suministo de antibióticos y es perfectamente aceptada por los conejos.

El agregado de acidificante al agua de bebida logrando un pH 4, permite acidificar el contenido cecal y favorecer el desarrollo de la flora saprófita. 

Este hecho beneficia el mecanismo de la cecotrofia y la sanidad del criadero y no produce, en la mucosa cecal del conejo, cambios histopatológicos, histoquímicos o inmunohistoquímicos detectables con las técnicas utilizadas.

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que la acidificación del agua de bebida, logrando un PH 4, es un método simple, económico y beneficioso para la fisiología digestiva del conejo, siendo recomendable para su utilización por los cunicultores.
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