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RESUMEN: Son numerosos los efectos benéficos atribuidos a los probidticos. Mas adn, bacterias lclicas administradas
oralmente a ralones, aumentan la respuesta inmune especifica e inespecifica.

Nos propusimos estudiar modificaciones morfologicos del GALT en ratones, por efecto de la leche probiotica Bio (Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus casei).

Analizamos el tejido linfoide folicular y difuso, tanto del compartimiento intraepitelial (LIE). como de la lamina propia, con técnicas
de coloraciones especificas.

Los resultados muestran un incremento progresivo en Ia cantivad de linfocitos en [dmina propia y 1a presencia de extensas placas
de Peyer en ratones tratados, con profusa irfigacion e importante cantidad de macréfagos y células dendriticas.

Los LIE se encuentran en cantidad significativamente mayor en el epitelio de las vellosidades de ratones del lote experimental (LE:
¥=4,33; LC: X=1,67), as/ como mayor 4rea total ocupada por placas de Peyer (LE: 12,27 mm? LC: 3,02 mm?} 2 siete dias de
tratamiento.

Palabras claves: leche probittica - placa de Peyer - linfocito intraepitelial - macréfago.

SUMMARY: Tissue (galt) in mice treatied with milk fermented with probiotics. Minella, K.*; Costamagna, A.*; Fuentes, M.*;
Giugnl, M.C.*; Theiller, E.** Reus, V.*; Benmelej, A.*; Cabagna, M.*; Alby, J. C.*; Moreira, M.* There exist numerous
beneficial effects attributed to probiolics. Moreover, lactic bacteria orally administered to mice increase the specific and non-
specific immune response.

Our aim was to study morphologic alterations of GALT in mice under the effect of probiotic milk Bio (Lactobacifius acidophilus and
Lactobacillus casei)

We analysed the follicular and diffuse lymphoid tissue of the intraepithelial lymphocytes (IEL) and of the lamina propria, using
specific staining techniques.

Results showed a progressive increase of the amount of lymphocytes in the lamina propria and the presence of large Peyer’s
patches in mice treated, with abundant irrigation and a significant quantity of macrophages and dendritic cells.

The IEL are found in grater quantities in the villus epithelia of mice from the experimental group (LE: X=4,33 ; LC: Xx=1,67) as well
as a larger total area occupied by Peyer's patches (LE: 12,27 mm? LC: 3,02 mm?) after seven days of treatment.

Key words: probiotic milk - Peyer palches - intraepithefial lymphocytes - macrophages.
Introduccién

Se ha definido a los probi6ticos como un “su-
plemento alimentario bacteriano vivo que beneficia
la salud de quien lo consume”. Son numerosos los
efectos benéficos atribuidos a estos microorganis-
mos, no sélo por favorecer la digestién/absorcion de

El presente trabajo fue desarrollado en el marco del Proyecto I?s nutnep tes: smo.tamb'én Pﬂr los efectos terapéu-
CAI+D 2000 Codigo 12 / 8152 de fa U. N, L. ticos a nivel intestinal. Particularmente, leche con
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agregado de Lacfobacillus acidophilus (L.a.) y
Lactobaciflus casei (L.c.) en una concentracion de
10° microorganismos por mililitro, seleccionados y
tipificados de flora normal de intestino de nifios sa-
nos, ha sido utilizada para tratamiento y prevencion
de diarreas cronicas con resultados altamente signi-
ficativos (1,2).

Investigaciones con animales de experimenta-
cion demuestran que determinadas bacterias lacticas
asociadas a la mucosa intestinal pueden influenciar
los niveles de activacién de las células inmunes pre-
sentes en GALT (Gut Associated Limphoreticular
Tissue) (3).

En ratones, las bacterias lacticas introducidas
por via oral, aumentan Ia respuesta inmune sisté-
mica, por incremento en la respuesta especificay no
especifica del huésped, del mismo modo que cuan-
do aquellas son inoculadas por via intraperitoneal. A
su vez, no se encontraron diferencias significativas
entre células viables y no viables cuando pasan a
través del tracto intestinal (4).

Los resultados publicados se refieren a prue-
bas funcionales que demuestran una activacion del
sistema fagocitico mononuclear por incremento de
la actividad fagocitica in vitro (5).

Asimismo se han publicado estudios vincula-
dos con la accién de bacterias lacticas sobre inmu-
nidad en mucosa gastrointestinal en relacion al in-
cremento de la sintesis de IgA secretoria (IgA-S) y a
la capacidad protectora contra infecciones entéricas,
concluyéndose que la proteccion frente a entero-
patogenos esta mas relacionada al incremento en la
sintesis de IgA-S que a la capacidad de producir sus-
tancias antimicrobianas in vivo (6).

Ante evidencias de la fuerte actividad adyuvante,
responsable del aumento de la respuesta inmune del
huésped ejercida por la administracion oral de
lactobacilos (7), es esperable la modificacion cuali y
cuantitativa de elementos celulares involucrados en
la respuesta inmune del intestino delgado.

El presente trabajo se propone poner de mani-
fiesto aspectos morfol6gicos relacionados al sopor-
te estructural del sistema inmune asociado a la mu-
cosa intestinal, desde un punto de vista dindmico,
estudiando el efecto de la administracion oral de le-
che fermentada conL. a. y L. c. en ratones, por perio-
dos progresivos de tiempo. Dichos aspectos podrian
aportar conocimientos para dilucidar los mecanis-
mos involucrados en el incremento de la respuesta
inmunoldgica, tanto especifica como inespecifica.
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Materiales y métodos

Animales

Ratones de la cepa BALB/c sin discriminacion
de sexo, provenientes de la Academia de Medicina,
y reproducidos por endocria en nuestro bioterio, fue-
ron separados de sus progenitores a los 21 dias de
vida y distribuidos aleatoriamente en dos lotes: con-
trol (LC) y experimental (LE), de 12 animales cada
uno. Los animales fueron alojados en cajas de
poliuretano y mantenidos libres de contaminacion,
en ndmero de cuatro por cada jaula.

Procedimiento de alimentacion

Al lote control se le suministré alimento balan-
ceado comercial y agua de canilla, en tanto el expe-
rimental recibi6 la misma dieta, reemplazando el
agua de bebida con leche probidtica diluida al 20%
SanCor Bio. Este producto comercial, desarrollado
conjuntamente con el CERELA — CONICET, es adicio-
nado con microorganismos (L. Acidophilus CRL 730
yL. Casei CRL431) (8).

Todos los animales recibieron comida y bebida
ad fibiturn, siendo esta Oltima renovada diariamente

Técnica histoldgica

Cuatro animales de cada lote fueron sacrifica-
dos, previa anestesia, a los dos, cinco y siete dias de
comenzar el ensayo, a fin de disecar el intestino del-
gado en su totalidad, para realizar estudios histologicos.

Diez trozos secuenciales de un centimetro de lon-
gitud para cada animal, se fijaron en formol tamponado
y se procesaron segun la técnica histolégica habitual
con inclusion en parafina, obteniéndose cortes
longitudinales de los mismos, de 5 i de espesor (9).

Todos los cortes fueron sometidos a las si-
guientes coloraciones: (10,11).

Hematoxilina - Eosina (H-E)

PAS.

Giemsa.

Impregnacién argéntica de Del Rio Hortega -
Polak.

Microscopia dptica

Los preparados fueron analizados cuali y cuanti-
tativamente, segun la técnica de doble ciego, consi-
derando particularmente aspectos referidos al tejido
linfatico asociado a mucosas. Asi, se tuvieron en
cuenta:
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« Cantidad de linfocitos en lamina propia, en
cortes tefidos con H-E y Giemsa, utilizando como
criterio de semi-cuantificacion la adjudicacion de 12
4 cruces.

» Cantidad de linfocitos en el epitelio de las
vellosidades intestinales (LIE), tefidos con Giemsa.

» Cuantificacion de LIE: se consider6 el nimero
total de linfocitos intraepiteliales presentes, contados
en un total de 10 vellosidades intestinales en cortes
transversales de diametros equivalentes, para cada
preparado histoldgico de ambos lotes de ratones.

« Area ocupada por nédulos linfaticos aislados
y/o confluyentes, conformando placas de Peyer,
mediante evaluacion morfométrica.

Morfometria

El andlisis morfométrico se realizd en forma
manual, ante la imposibilidad de contar con digi-
talizador de imagenes. Existiendo en la superficie a
medir una cantidad de células muy alta, se recurrid a
una cuadricula de superficie conocida y se procedio
a cuantificar el drea ocupada por tejido linfatico. Se
consideré como unidad de superficie un cuadrado
de 0,1 mm de lado (Sup. 10* mm?), utilizando ocular
y objetivo de 10 aumentos.

El 4rea cuantificada es representativa de la can-
tidad de tejido linfatico respecto al area tisular total
ocupada por 10 cortes del intestino de los cuatro
animales de cada lote.

= Caracteristicas morfolGgicas y tintoriales de
células del sistema mononuclear fagocitico (macré-
fagos y células dendriticas) de las placas de Peyer
en cortes coloreados con H-E, PA.S. e impregnacion
argéntica (12).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos
en la cuantificacion de linfocitos intraepiteliales, como
asi también las dreas ocupadas por tejido linfético,
fue realizado con test de comparacion de medias
para muestras independientes, utilizando el Software
SPSS 10.0.

Resultados y discusidn

Andlisis cualitativo y semi-cuantitativo
Respecto a la presencia de linfocitos en ldmina
propia, se observa un incremento progresivo en la
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cantidad de los mismos que va de dos cruces (++)
para las 48 hs., tres cruces (+++) paraeldia5;y
hasta cuatro cruces (++++) en el dia 7, tomando
como referencia una cruz (+) para el lote control. En
el lote experimental sacrificado el séptimo dia se
aprecia un mayor incremento de linfocitos en la 1a-
mina propia interglandular respecto al corion de las
vellosidades.

Los animales que fueron alimentados durante
siete dias con dieta experimental, muestran exten-
sas placas de Peyer en diferentes tramos de su in-
testino delgado.

Debido probablemente a su importante exten-
sion, las placas de Peyer del grupo experimental pre-
sentan en su $eno una intensa irrigacion, asi como
conglomerados celulares en los que predominan los
polimorfonucleares. Se advierte la presencia de célu-
las mononucleares de citoplasma acidéfiloa laH-E y
granulaciones irregulares intra y extracelulares, que
manifiestan positividad a lareaccion de PA.S. (Fig. 1).

En el drea del domo, la placa de Peyer se encuen-
tra revestida de células de citoplasma eosindfilo, de
altura menor al enterocito. Adyacente a las mismas y
distribuidas en la placa, se evidencia una importante
cantidad de macrdfagos y/o células dendnticas, identi-
ficadas conimpregnacién argéntica (Fig. 2).

Andlisis cuantitativo

— Cuantificacion de LIE

Los valores de linfocitos intraepiteliales conta-
dos en el epitelio de las vellosidades muestran dife-
rencias significativas entre ambos lotes solamente
a los siete dias de tratamiento con el probiético (t=
12,550; p<10)

La Tabla 1 expresa los valores promedio para
cada animal, de dichas células. Las mismas pueden
observarse en la microfotografia (Fig. 3).

— Morfometria

Enla Tabla 2 se expresan las sumatorias de los
valores del drea ocupada por nddulos aislados y pla-
cas de Peyer de todos los tramos de intestino anali-
zados (10 por animal), para el lote control y el lote
experimental, correspondientes a los dos, cinco y
siete dias de tratamiento.

Sibien, como puede apreciarse, las dreas tota-
les muestran diferencias importantes en la cantidad
de tejido linftico que expresa el LE respecto al LC,
para los tres lapsos de tiempo estudiados, el trata-
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miento estadistico revela diferencia significativa sélo
para el lote sacrificado a los siete dias de tratamien-
to con leche probidtica (t= 4,995; p<109)

La respuestainmune local y la homeostasis de
mucosa dependen de un trafico coordinado de
linfocitos B y T de memoria y efectores. La extrava-
sacion de tales células primarias a sitios efectores
secretorios, parece ser conducida, al menos en par-
te, por muchos sets dindmicamente coordinados de
moléculas de adhesion endoteliales y leucocitarias
que interactian de manera definida para producir
eventos combinatorios multiples (13).

Esta regulacion de la migracion celular a tra-
vés de sitios titulares linfoides inductores organiza-
dos, como el tejido linfoide asociado a mucosa
(MALT), y de sitios efectores secretorios expuestos a
antigenos, como la mucosa regional y las glandulas
exdcrinas, es la base para la integracion y aparente
regionalizacién del sistema inmune de mucosas.

Estructuras histicas de importancia inmunofi-
siolégica, como las placas de Peyer, incrementadas
en forma significativa a los siete dias del tratamienta
con probidticos, pueden constituir un elemento de
interpretacion de posibles vias de circulacion acti-
vadas por accion de estos antigenos.

En esas extensas placas de Peyer, que presen-
tan un incremento &n su capilarizacion, se denota la
presencia tanto de células polimorfonucleares como
monomorfonucleares, evidenciada por la PA.S.
positividad. Esta observacién da un soporte morfa-
légico a los hallazgos funcionales relacionados con
el incremento de la actividad inmunolégica.

La presencia de abundantes centros germi-
nales, sugiriendo un incremento de células B, po-
drian explicar publicaciones previas que sefialan un
incremento de la concentracion de IgA-S en anima-
les tratados e inoculados con Salmonella
typhimurium (14),

La presencia, evidenciada con coloracion
argéntica, de células del sistema fagocitico en la
zona proxima al epitelio del drea del domo, permite
inferir la actividad de captacién del antigeno proteini-
co que, emergiendo de las células M, pasaria luego
a ser presentado a las células T de la placa de Peyer,
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provocando su proliferacion y produccion de
citocinas. Este hallazgo constituye un nuevo aporte
morfoldgico para la fundamentacién del conacido
incremento de la inmunidad local y sistémica.

Laldmina propia intestinal, por su parte, presen-
ta normalmente una celularidad muy compleja, con
células T, células B, macréfagos, células dendriticas y
precursores de células cebadas; y a la vez dindmica,
ya que la misma depende del ambiente antigénico que
soporta. Nuestros hallazgos expresan un incremento
enla proporcidn de linfocitos, que se acentia a medi-
da que transcurre el tiempo de expasicidn al antigeno
administrado oralmente, alcanzando su maxima ex-
presion en el dia 7 de tratamiento con la combinacion
de probidticos (L.cyL. a.).

Otros investigadores han demostrado un incre-
mento en la infiltracién linfocitica de la ldmina propia
de intestino a los cinco dias de tratamiento con
Lactobacillus casei, con un descenso en el dia sép-
timo (15), no habiéndose encontrado otras referen-
cias de aspectos morfolégicos relacionados.

Entre estos linfocitos, la poblacién de células T
exhibe un marcador relacionado con células de me-
moria, y tiene pobre respuesta a estimulos prolife-
rativos, pero puede responder produciendo cantida-
des importantes de linfocinas. (16).

Siendo los LIE una poblacién fenotipicamente
diferente de las poblaciones celulares de la ldmina
propia, ya que provienen de médula 6sea y se espe-
cializan en el entorno del epitelio intestinal, es presu-
mible que la diferenciacidn acaecida ocurra de algu-
namanera asociada a los antigenos encontrados en
dicho ambiente.

Estas células, al estimularse, proliferan esca-
samente; no obstante, nuestros resultados denotan
un incremento significativo al finalizar los siete dias
de tratamiento. El hallazgo adquiere importancia si
se tiene en cuenta que los LIE producen cantidades
abundantes de variadas citoquinas y median en la
funcién citotéxica. Esto sugiere que actdan como
células efectoras citaliticas. De esta forma pueden
disminuirla capacidad de los patégenos para coloni-
zarla mucosa, siendo el blanco las células epiteliales
alas que aguellos pretenden invadir,
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Figura 1: Irrigacién en placa de Peyer. Granulos PA.S. positivos, leucocitos en la luz. Lote Experimental.
PA.S. (1000X).

Figura 2: Placa de Peyer. Gran densidad de células dendriticas y macrafagos bajo el epitelio del domo .
Lote experimental. Del Rio Hortega — Polak. (100X).

N
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Figura 3: Linfocitos intraepiteliales (LIE) Lote Experimental. Giemsa. (1000X).
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Tabla 1: Valores promedio de linfocitos intraepiteliales para cada animal, a los siete dias de tratamiento

Promedio
Ratones LIE
N° 1 X=1.5
Lote Ne 2 x=1.7
Control N° 3 x=1.7
NC 4 x=1.8
Promedio X=1.675
Lote Control o=0.1258
N1 %=4.9
N°2 %=4.3
Lote Experimental N°3 X=4.1
Ne4 X=4.0
Promedio X=4.325
Lote Experimental o=0.4031

Tabla 2: Area ocupada por nédulos aislados y confluyentes en 10 tramos de intestino delgado, para cada
animal de ambos lotes, segun los dias de tratamiento

Tiempo de tratamiento Dos dias Cinco dias Siete dias
Ratones Area linfatica Area linfatica Area linfatica
{mm?) (mm?) (mm?)
Lote N® 1 0.81 1.04 0.78
Control N° 2 1.22 0.79 0.39
N° 3 1.10 0.11 0.86
. N° 4 0.70 0.58 0.99
Area Total 3.83 2.52 3.02
Area Promedio x=0.9575 x=0.6300 %= 0.7550
a=0.2431 o=0.3944 o=0.2583
Ne 1 2.49 0.89 1.88
N° 2 1.14 0.48 3.55
Lote Experimental N3 0.94 2.29 3.91
_ N° 4 0.84 1.03 2.93
Area Total 5.44 4.69 12.27
) %=1.3525 *=1.1725 X=3.0675
Area Promedio o=0.7685 o=0.7807 o=0.8891
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Conclusiones

Nuestros estudios morfolégicos muestran un
aumento y una redistribucion regional de las células
del sistema inmune a nivel de intestino, como resul-
tado de la administracion oral del probidtico. Los
mismos refuerzan los hallazgos funcionales previos
que no cuentan hasta el momento con un soporte
estructural que los complemente.

Los hallazgos potencian las expectativas de
efectividad respecto al uso de probitticos en la pre-
vencion de infecciones entéricas, inmunomodulacion,
inhibicién de crecimiento tumoral, disminucion de la
respuesta inflamatoria, adyuvante de vacuna oral y
bacterioterapia oral.
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