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Resumen

Evaluacion histopatologica y por microscopia electronica de la piel de
la chinchilla (Chinchilla lanigera) como animal de compaiiia, por el

efecto de la complementacion con acidos grasos omega-3

Actualmente, la chinchilla (Chinchilla lanigera) se ha popularizado como
animal de compania. En materia de salud, el mejoramiento de las condiciones de
su piel desempenia un papel fundamental en el bienestar fisico y mental de este
roedor, y en este sentido, se ha demostrado que los acidos grasos esenciales
omega-3 (AGEs ®»-3) aportan beneficios a la piel. Por lo anterior, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar el efecto que tiene en la epidermis la
complementacion alimenticia con AGEs ®-3, para lo cual, fueron estudiados dos
grupos de chinchillas: un grupo cuya dieta fue complementada con AGEs ©-3
(G1), y un grupo control (G2) al que se le administr6 un placebo. Para la
evaluacion por histopatologia y microscopia electronica de los efectos, se
obtuvieron biopsias de piel. Macroscopicamente, el pelaje del grupo
complementado con AGEs ®-3 fue mas brillante que el del grupo control.
Microscopicamente, se observé pérdida moderada de queratina en el estrato
corneo, debido a la exfoliacion producida por los bafos de arena, asi como
engrosamiento estadisticamente significativo del estrato lucido atribuido a la
complementacion con AGEs ®-3. Con estos resultados tanto macroscépicos como
microscopicos, se comprueba que la complementacion con AGEs ®-3 en la dieta,
ayuda a mejorar no so6lo funcion de barrera de la epidermis, sino también la
apariencia de la piel y pelaje en chinchillas (C. lanigera) sanas mantenidas como

animal de compania.

Palabras clave: Chinchilla lanigera, piel, epidermis, acidos grasos esenciales

omega-3, microscopia electrénica, histopatologia.
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Abstract

Histopathological and electron microscopy evaluation of the skin
of chinchilla (Chinchilla lanigera) as companion animal, by the effect

of omega-3 fatty acids supplementation

Nowadays, the chinchilla (Chinchilla lanigera) is becoming a popular
companion animal. In health terms, the improvement in their skin condition
plays a fundamental role in the mental and physical welfare of these rodents; in
this sense, it has been shown that omega-3 essentials fatty acids (o-3 EFAs)
provide skin benefits. The objective of this research was to evaluate the effect of
food supplementation with w-3 EFAs on the chinchilla’s epidermis .Two chinchilla
groups were studied: a group whose diet was supplemented with ©w-3 EFAs (G1),
and a control group (G2), that received a placebo. In order to evaluate the effects
by electron microscopy and by histopathology, skin biopsies were performed.
Macroscopically, the fur in group G1 was shinier than in group G2.
Microscopically, a moderate keratin loss on the stratum corneum caused by sand
baths was observed. The presence of stratum lucidum in the epidermal layers of
chinchillas was also observed; this stratum suffered a statistatically significant
thickening that can be attributed to ®-3 EFAs supplementation. Both
macroscopic and microscopic results showed that supplementation with ®-3
EFAs in the diet helps to improve not only the barrier function of the epidermis
but also the appearance of the skin and coat in healthy chinchillas (C. lanigera)

kept as companion animals.

Key words: Chinchilla lanigera, skin, epidermis, omega-3 fatty-acids, electron

microscopy, histopathology.
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Capitulo 1
Introduccion

La chinchilla (Chinchilla lanigera) es un roedor histricomorfo nativo de
la region andina sudamericana, que hasta hace poco se criaba
principalmente con fines de produccion en la industria peletera (abrigos,
sombreros, bolsas, etc.) debido a la agradable textura de su pelaje o como
modelo experimental para investigaciones médicas. Ha sido hasta los
ultimos tiempos que las chinchillas se han popularizado como animales de
compania debido a varios factores que las hacen una excelente opcion
respecto a otros animales no convencionales, como su pequeno tamano,
belleza, mullido y suave pelaje, docilidad, longevidad, carisma y facil

manutencion.

Como en la mayoria de otras especies no convencionales, aun no existe
suficiente informacion sobre sus requerimientos nutricionales, tales como
el porcentaje necesario de acidos grasos esenciales (AGEs) que se debe
incluir en su dieta diaria, o el efecto que tiene la complementacion de su

dieta con acidos grasos omega-3 (0-3) en su piel.

Los AGEs ®-3 contribuyen a la salud de la piel, entre otras
funciones, y esta demostrado que la deficiencia de éstos puede causar
trastornos dermatologicos como disminucion en la funcion protectora de la
piel, ocasionando mayor susceptibilidad a infecciones e incluso neoplasias.
Por tal motivo con estudio evaluo el efecto benéfico en la piel de la
complementacion con AGEs ®-3 en la dieta de la chinchilla (C. lanigera)

mantenida como animal de compania.



Capitulo 2
Antecedentes

2.1 Generalidades de la chinchilla

La chinchilla se considera una especie doméstica resultado de la cruza
de las dos subespecies conocidas C. lanigera (Figura 2.1) y C.
brevicaudata, ahora también conocida como C. chinchilla (Capello, 1999;
Barrie, 2000; Spotorno et al, 2004). En el apéndice 1 se muestra la

clasificacion taxonomica.

Figura 2.1 Chinchilla (C. lanigera)

Actualmente, esta especie esta clasificada por la Uniéon Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN), como en peligro critico (CR)
(D'elia y Teta, 2008), ademas se encuentra incluida en el apéndice I del
Convenio sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de

Fauna y Flora Silvestre (CITES, 2013).

En el apéndice 1 se encuentran algunos datos fisiologicos de esta

especie.



2.1.1 La chinchilla como animal de compaiiia

En 1923, Mathias F. Chapman estableci6 el primer criadero de
chinchillas en Estados Unidos de Ameérica, a partir de 12 ejemplares de

ejemplares originarios de Chile (Riggs y Mitchell, 2009).

Las chinchillas son sociables, silenciosas, timidas, dociles, y agiles
(Anderson, 2002). Sus mecanismos de defensa son correr, saltar, orinar y
su habilidad para desprender parches de pelo, conocida como "fur-slip”
(Figura 2.2), para distraer la atencion del predador y emprender la huida
(Barrie, 2000). Esté pelaje perdido es sustituido lentamente, comenzando
de las 6 a 8 semanas y puede tomar de 4 a 6 meses para volverse

indistinguible con el pelaje alrededor (Rosental, 2008). Las condiciones de

alojamiento se enlistan en el apéndice 1.

Figura 2.2: “Fur-slip” mecanismo de defensa de las chinchillas

desprendimiento de parches de pelo para distraer a los predadores

2.1.2 Alimentacion

Las chinchillas son roedores herbivoros, su formula dentaria es: 2 (I
1/1, C0/0,PM 1/1, M 3/3)= 20. Todos los dientes son de raiz abierta y
crecen continuamente durante toda su vida. Los incisivos crecen de 5 a
7.5 cm por ano, normalmente con una coloracion amarillenta en animales
adultos y los incisivos superiores crecen mas rapido que los inferiores

(Spotorno et al., 2004).



Como otros herbivoros, su tubo gastrointestinal (Figura 2.3) esta
adaptado para permitir mayor tiempo para la digestion de materia vegetal.
La cavidad oral es pequena, el esofago entra cerca de la porcion medial de
la cavidad abdominal, el estomago es piriforme con una longitud de 63
mm, el intestino delgado y grueso en un adulto mide 350 cm, el ciego tiene
forma de espiral y el colon es saculado (Sportorno et al., 2004; O'Malley,
2005; Alwort y Harvey, 2012). El intestino grueso produce dos tipos de
heces, unas ricas en nitrégeno (heces blandas) y las otras pobres en

nitrégeno (heces duras) (Holtenus y Bjornhag, 1985).

Figura 2.3: Sistema digestivo de una chinchilla

En vida libre, las chinchillas consumen una alta cantidad de fibra
principalmente de noche. Mas del 70% del consumo diario es en la
oscuridad y la excrecion también es predominante en la noche (Clauss,
2012). El transito gastrointestinal medio es de 12 a 15 h, este tiempo no es
afectado si se reduce el nivel de fibra en la dieta, pueden producir hasta
240 heces por dia (Wolf et al., 2003).

Cortés et al. (2002) encontraron que las chinchillas en vida libre
consumen no mas de 24 especies de plantas, principalmente hierbas y

pastos. Prefieren plantas con mas fibra y menos contenido de lignina.



Consumen plantas suculentas en verano, la planta nativa elegida
principalmente durante el otonio y la primavera es Nasella chilliensis y el
pasto rey es el segundo preferido en la misma temporada. Parecen no
beber agua en la naturaleza (Clauss, 2012). Su dieta sufre cambios

estacionales y a través de los anos (Serra, 1979).

Los requerimientos nutricionales especificos de la chinchilla atun no
estan determinados. En cautiverio la dieta es a base de alimento peletizado
(Figura 2.4). Un pequeno porcentaje de frutas, vegetales, semillas y granos
pueden ser ofrecidos como premios, pero debe limitarse la ingesta. El
forraje (heno Timothy o alfalfa) debe ser almacenado en un lugar fresco y
seco y la dieta puede complementarse con un bloque mineral (Wolf et al.,
2003).

o PRy

(@) Alimento peletizado (b) Heno Timothy (c) Heno de alfalfa

Figura 2.4: Alimentacién en cautiverio

Un analisis garantizado aceptable para un alimento peletizado para
chinchilla debe contener: proteina 16 a 20 %, grasa 2 a 5 % y fibra 15 a
35%. Otro aspecto importante a considerar es la longitud del pellet ya que
estos roedores toman su alimento con la mano. Es importante retirar los
restos de alimento y cualquier cambio de dieta o inclusion de un nuevo

ingrediente, debera ser realizado gradualmente (Riggs y Mitchell, 2009).

El consumo de alimento es de 3 a 6 g por cada 100 g de peso corporal

(PC) por dia, divididas en dos porciones. Siempre deben contar con agua




limpia y fresca disponible en un bebedero de botella, el consumo diario de
agua es de 5.96 = 3.02 mL por cada 100 g PC por dia (Wolf et al., 2003).

Una dieta inadecuada puede llevar a problemas como maloclusion,
diarrea, impactacion, deficiencias de vitaminas y minerales, masticacion
de pelaje, disminucion en la produccion de leche en hembras lactantes,
enfermedad oOsea metabdlica, alteraciones en la flora intestinal, alta
mortalidad y desarrollo de anormalidades en las crias, asi como una piel y
pelaje reseco (Kraft, 1987; Jenkins, 1992; Schaeffer y Donnelly, 1997;
Crossley, 2001; Ellis y Mori, 2001; Richardson, 2003; Judah y Nuttal,
2008).

2.2 Piel

La piel es un organo multifuncional que se encuentra en contacto
directo con el ambiente externo y con el ambiente interno de todos los
animales, esta formada por varias capas celulares que se regeneran

continuamente (Kisia, 2010).

2.2.1 Estructuray funcion

La piel es el organo mas grande y tiene distintas e importantes
funciones tales como: proteccion, barrera fisica contra infecciones,
termorregulacion, osmoregulacion, excrecion, percepcion de estimulos

medio ambientales, camuflaje, entre otras (Kent y Carr, 2001).

La piel de los mamiferos se divide en 3 principales partes: epidermis,
dermis e hipodermis (Figura 2.5); también posee estructuras como pelo,

glandulas sebaceas y vasos sanguineos (Sokolov, 1982).

La epidermis se clasifica como un epitelio escamoso estratificado, es la
capa mas superficial de la piel, esta conformada por cuatro tipos de

células: 85% de queratinocitos, 5% de melanocitos, 3 a 8% de células de
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Langerhans y 2% de células de Merkell. Se divide en 5 capas: estrato
corneo, estrato lucido, estrato granuloso, estrato espinoso y estrato

germinativo (Figura 2.6)(Monteiro-Riviere, 2006).

Epidermis ——E ] :

Dermis

Hipodermis —

Figura 2.5: Capas de la piel de superficial a profundo: epidermis, dermis e hipodermis

Las capas inferiores de la epidermis son metabdlicamente activas, en
ellas se lleva a cabo la division y diferenciacion de los queratinocitos. A
este nivel, es donde se incorporan los acidos grasos esenciales (AGEs)

como fosfolipidos en las membranas plasmaticas de los queratinocitos
(Feingold, 2009).

Estrato Itcido
Estrato granuloso

Estrato espinoso
Estrato germinativo

%7 } Estrato corneo
. s

Figura 2.6: Estratos epidérmicos

El estrato corneo se compone de queratinocitos terminalmente
diferenciados, llamados corneocitos, encerrados en una matriz de

proteinas y lipidos. Esta matriz lipidica extracelular es la que proporciona
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la funcion de barrera a la piel. Los cuerpos lamelares son organelos
secretores que contienen una mezcla de lipidos que estan dispuestos en

laminas que encierran los corneocitos del estrato corneo (Wertz, 1992).

La dermis, se compone de tejido conectivo en su mayoria colageno y
fibras elasticas, que juntas dan resistencia, traccion y flexibilidad a la piel.
Se divide en capa papilar y reticular. A diferencia de la epidermis, la
dermis estda muy inervada y vascularizada. En esta capa de la piel se
encuentran los foliculos pilosos, glandulas sudoriparas, glandulas

sebaceas y los musculos piloerectores asociados a los foliculos (Monteiro-

Riviere, 2006).

La hipodermis esta compuesta por tejido conectivo laxo y grasa. Es la
capa mas profunda de la piel y por lo general la de mayor grosor. La
cantidad de grasa depende del estado nutricional y es predominante grasa
blanca. En roedores, la grasa parda se encuentra entre la escapula, en la
parte ventral del cuello y en las regiones axilares e inguinales (Monteiro-
Riviere, 2006).

El pelo es una estructura filamentosa queratinizada que se proyecta a
la superficie epidérmica. Solamente los mamiferos poseen esta estructura,
proporciona aislamiento térmico, es importante en la percepcion sensorial
y protege la piel. En la mayoria de las especies de mamiferos pequenos
una capa de pelo se extiende sobre el cuerpo, excepto alrededor de la boca,

la nariz, la superficie plantar y palmar (Sokolov, 1982).

El pelo se divide en tres tipos principales: pelos de cobertura (primarios
y secundarios), pelos gruesos (de la cola) y cilios (vibrisas). El crecimiento
del pelo esta controlado por varios factores entre los que se encuentran:
fotoperiodo, temperatura ambiental, nutricion, estrés, estado de salud,

genética y factores endocrinos (Kent y Carr, 2001).



El crecimiento de pelo tiene un ciclo con las siguientes fases (Figura
2.7): crecimiento (anagén), cuando el foliculo produce activamente pelo; un
lapso breve de involucion (catagén) y fase de reposo (telogén), en el cual se

elimina el pelo viejo (O'Malley, 2005).

Anagén Catagén L Telogén | Anagén

Figura 2.7: Fases de crecimiento de pelo: crecimiento (anagén), involucion (catagén) y

reposo (telogén)

2.2.2 Lapiel de la chinchilla

El pelaje de las chinchillas es el mas denso entre los roedores, con
alrededor de 50 a 75 (60 en promedio) pelos por foliculo (Capello, 1999). Es
extremadamente suave, sedoso, mullido y firmemente adherido a la piel.
Cada pelo tiene una longitud de 2 a 4 cm con bandas grises, blancas y

negras (Figura 2.8).

Figura 2.8: Caracteristicas del pelaje de la C. lanigera



Existen pocas investigaciones sobre la anatomia e histologia de la piel
de la chinchilla (C. lanigera), dentro de las cuales el mas citado como
referencia en articulos cientificos es un estudio realizado por Wilcox
(1950), en el cual este investigador encontréo que cada grupo de pelos tiene
un musculo piloerector delgado de 8 a 10 um (Figura 2.9). Los pelos
primarios o de proteccion poseen sus propias glandulas sebaceas mientras
que tres o cuatro otras glandulas sirven a todos los pelos de un grupo
lateral. Pelos aislados se encuentran como vibrisas, o en la cola y

pabellones auriculares.

Figura 2.9: Diagrama de un grupo de pelo de chinchilla adulta, tomado de Wilcox, 1950
(A) pelo, (B) pelo de proteccion, (C)glandula sebacea, (D) foliculos, (F) células grasas,
(F) células pigmentadas, (G) epidermis), (H) musculo piloerector, (I) estrato cérneo,

(J) estrato germinativo, (K) corion, (L) foliculo

Los pelos secundarios o lana tienen de 5 a 11 uym de diametro y estan
agrupados en dos conjuntos laterales. Un solo pelo primario o de
proteccion, con un diametro de 10 a 15 um, esta ubicado en el centro de

cada conjunto. Las vibrisas son abundantes, fuertes y largas, de 100 a 130

- 10 -



mm, y emergen de un solo foliculo. La coloracion dorsal general es azulada
o plateada. Sin embargo, las partes ventrales son blancas con tonalidades
amarillas. La cola es larga, gruesa, con pelos grises y negros en su
superficie dorsal, con un grosor de 30 a 40 um en la parte mas proximal,
mientras que en la parte distal son de 50 a 60 um, y forma una superficie

en forma de cerdas que excede la vértebra por 50 mm (Wilcox, 1950).

En el embrion los pelos crecen individualmente cada uno con su
glandula sebacea y musculo piloerector, mientras que en la chinchilla

recién nacida los pelos estan acomodados en mechones de 8 a 20 pelos

(Wilcox, 1950).

En cuanto a la piel, la epidermis de los adultos domésticos posee tres
capas diferentes: una doble capa de estrato germinativo, una capa simple
de estrato granuloso y una espesa capa de estrato corneo (Figura 2.10). No
se encuentra una capa de estrato lucido entre las ultimas dos capas

(Wilcox, 1950).

Figura 2.10: Corte de piel de C. lanigera extraida por biopsia. Obsérvense los bulbos
pilosos y las multiples raices formadoras de fibras que emergen de cada unidad pilosa

(tincion hematoxilina-eosina), imagen tomada de Grau (1986)
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Por otra parte, en Rusia se estudio la piel de la espalda media y del
costado de chinchillas adultas, tres hembras y dos machos. Los autores
encontraron que la superficie de la piel de las chinchillas es ligeramente
rugosa, el grosor de la piel de la espalda media es de 370 a 400 um, dicho
grosor disminuye hacia la zona abdominal de 300 a 250 um. La epidermis
es mas gruesa en la espalda media (12um) y mas delgada en los costados y
el abdomen (8um). El estrato de Malpighii presenta de 2 a 3 células de
profundidad en la espalday de 1 a 2 células en el costado y el abdomen. El
grosor de las capas papilar y reticular es aproximadamente igual. Las
capas de fibras de colageno se distribuyen en distintas direcciones, sin
embargo son horizontales en la capa reticular. En la parte mas profunda
de la capa reticular se encuentran grupos numerosos de células de grasa,

especialmente en el abdomen (Sokolov, 1982).

2.2.3 Cuidado de la piel

El cuidado de la piel y pelo en una chinchilla son esenciales para su
bienestar fisico y mental (Barber y Thompson, 1990). En vida libre, las
chinchillas se banan en arena volcanica para limpiar y eliminar la grasa

acumulada en su pelaje.

En cautiverio para mantener su pelaje limpio, las chinchillas se banan
periodicamente girando y revolcandose en arena de marmol. Stern y Merari
(1969), describieron tres fases del bano con arena: 1) fase de miembros
“paw phase”, en la cual cavan en la arena y la atraen a su cuerpo, 2) fase
de mejillas “cheek phase”, que consiste en frotar las mejillas en la arena, y

3) fase de giro “spin phase”, que involucra rodar completamente en arena.

Los banos de arena deben ser minimo tres veces por semana (Figura

2.11) y durar de 10 a 15 min, aunque pueden ser mas prolongados y se
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utilizan baneras con 2 a 3 cm de arena de marmol en el piso (Richardson,

2003).

Por otra parte, los banos con agua y jabon deben evitarse debido a la
densidad de su pelaje, lo cual dificulta el secado y podria tener

consecuencias como un resfriado, neumonia o infecciones micoticas (Kraft,
1987).

Figura 2.11: Chinchilla tomando un bafio de arena

Los principales problemas dermatologicos reportados en las chinchillas

se encuentran en el apéndice 2.
2.3 Acidos grasos omega-3

2.3.1 Estructuray funcion

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) con el primer enlace doble
entre el carbono tres y cuatro a partir del extremo metilo corresponden a la
serie omega-3 (®-3). Los miembros mas importantes de esta serie son los
acidos alfa-linolénico (ALA; 18:3 ®w-3), eicosapentandico (EPA; 20:5 ®-3) y
docosahexanodico (DHA; 20:6 ®»-3) (Figura 2.12) los cuales son nutrientes
esenciales para los mamiferos debido a que no tienen la capacidad de

sintetizarlos y deben ser consumidos en la dieta (Frensham et al., 2000).
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HO

o — — extremo
3 metilo
. o
Acido alfa-linolénico (ALA, C18:3, omega-3)
HO = = . o . w
3
o
Acido eicosapentandico (EPA, C20:5, omega-3)
HO — — — — — _3
o

Acido docosahexandico (DHA. C22:6. omeaa-3)

Figura 2.12: Acidos grasos esenciales ©-3

El interés en la complementacion con acidos grasos esenciales (AGEs)
®-3 en las dietas de animales de compania, se asocia con multiples
beneficios para la salud como son: preservar la funcion retinal y renal,
ayudar en problemas articulares, asmaticos, alérgicos, colitis y
enfermedad intestinal inflamatoria, mejorar la memoria y el aprendizaje,
disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares, neurologicas y
neurodegenerativas como el Alzheimer, demencia, depresion, esquizofrenia
y trastorno bipolar, entre otros (Lorenz et al., 1989; Donadio et al., 1994;
Fortin et al., 1995; Laughame et al., 1996; Kalminjn et al., 1997; Ziboh,
2000; Jeffrey et al., 2001; Maccioni et al., 2001; Marangell et al., 2003;
Kris-Etherton et al., 2004; Osher et al., 2005; Wong, 2005).

Los AGEs ®-3 son importantes componentes estructurales de las
membranas celulares. Cuando se incorporan en los fosfolipidos afectan las
propiedades de la membrana celular, tales como la fluidez, la flexibilidad,
la permeabilidad y la actividad de las enzimas unidas a la membrana
(Stillwell y Wassall, 2003). El DHA a su vez se incorpora selectivamente en
las membranas celulares de la retina y en las membranas celulares
neuronales postsinapticas, lo que sugiere que juega un papel importante

en la vision y en la funcion del sistema nervioso (Chalon et al., 2001).
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Los eicosanoides producidos a partir de AGEs ®-3, particularmente
EPA y DHA, son menos inflamatorios en comparacion con los producidos a
partir de AGEs ®-6 (Chapkin, 2000), causan vasodilatacion, inhiben la

agregacion plaquetaria.

La evidencia de estudios en animales sugiere que puede tomar de 2 a 3
meses para que los AGEs ®-3 sean incorporados en el tejido cerebral y
para que los animales comiencen a mostrar mejoras en el aprendizaje y/o
comportamiento. Hay gran cantidad de evidencia sobre la participacion de
los AGEs ®-3 en la regulacion del estado emocional, motriz y la actividad
exploratoria y las funciones cognitivas, tanto en animales como en

humanos (Fedorova y Salem, 2006).

Estudios realizados en roedores han demostrado como los AGEs ®»-3
(EPA y DHA) en el aceite de pescado disminuyen la proliferacion de
preadipocitos (Fickova et al., 2002) y reducen la masa del tejido adiposo
(Belzung et al., 1993).

2.3.2 Acidos grasos esenciales y la piel

El acido linoleico (LA; 18:2 w-6), es un AGPI presente en la epidermis y
se inserta selectivamente en las ceramidas (acilglucosilceramida y
acilceramida) de la epidermis. Las ceramidas son esfingolipidos que
comprenden del 40 al 50 % de los lipidos del estrato corneo. La presencia
de LA en este estrato se correlaciona directamente con la funcion de
barrera de permeabilidad de la piel (Gray y Yardley, 1975; Hansen y
Jensen, 1985; Wertz, 1992).

Por su parte, el acido araquidonico (AA; 20:4 ®-6) es el segundo AGPI
mas abundante en esta capa de la piel, representa aproximadamente el 9%
de los acidos grasos totales de la epidermis (Wertz, 1992). Es un

componente estructural en los fosfolipidos de membrana de los
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queratinocitos epidérmicos y sirve como principal fuente de eicosanoides
epidérmicos, potentes mediadores de la respuesta inflamatoria (Chapkin
et al, 1987).

Los AGEs ®»-3 comprenden menos del 2 % de los acidos grasos totales
de la epidermis (Hansen y Jensen, 1985; Ziboh et al., 2000). A pesar de
que no se acumulan considerablemente en la piel, estos ®-3 juegan un
papel inmunomodulador en ella (McCusker y Grant-Kels, 2010). La
complementacion dietética puede enriquecer los AGEs ®-3 en la epidermis,
alterar significativamente la composicion de acidos grasos y el contenido

de eicosanoides en la piel (Rhodes et al., 1994).

Los AGEs ®-3 contribuyen a la salud de la piel, sin embargo, su
deficiencia de AGEs puede causar trastornos en el estrato corneo,
disminuyendo la funcion protectora de la piel ocasionando asi, mayor

susceptibilidad a infecciones e incluso neoplasias (Gil, 2004).

La funcion principal de la dermis es proporcionar apoyo fisico y
nutricional a la epidermis (Ziboh y Chapkin, 1988). El papel de los AGEs
en la dermis se relaciona con la produccién de moléculas de senalizacion
que median la respuesta inflamatoria. Ademas, existen pruebas de que los
metabolitos de AGEs producidos en la dermis pueden actuar sobre las

células epidérmicas (Kragballe et al., 1986).

La composicion de los acidos grasos de la piel puede modificarse de
manera significativa mediante la complementacion de la dieta con éstos
(Chapkin et al., 1987; Miller et al., 1991; Rhodes et al., 1994; Oikawa et
al., 2003).

Los lipidos ingeridos en la dieta son emulsificados en el intestino
delgado formando micelas, los acidos grasos son absorbidos por la mucosa

intestinal y transformados en triacilglicéridos, los cuales se incorporan
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dentro de quilomicrones que viajan a través del sistema linfafico. La lipasa
lipoprotéica convierte los triacilglicéridos en acidos grasos y glicerol. Los
acidos grasos pueden ser almacenados como grasa en el tejido adiposo y
son metabolizados en el higado para su distribucion en los tejidos
periféricos, como la piel. Los AGEs llegan a la epidermis a través de la
captacion celular por medio de receptores de lipoproteinas y
transportadores de acidos grasos en los queratinocitos epidérmicos
(Feingold, 2009).

Como se mencion6 anteriormente, una porcion significativa de AGEs
ingeridos es metabolizada por el higado (hasta un 60% de ALA y 20 % de
LA) antes de llegar a los tejidos periféricos. Por esta razon la aplicacion
topica es también un medio eficaz para hacer llegar AGEs a la piel,

especialmente si existe deficiencia (Sinclair et al., 2002).

2.3.3 Funciones de los acidos grasos omega-3 en la piel sana

La exposicion a radiaciéon UV puede provocar dano celular que induce
inflamacion y suprime el sistema inmune en la piel (Pilkington et al.,
2011). En casos mas graves la exposicion prolongada a la luz solar puede

provocar quemaduras en la piel (Sies y Stahl, 2004).

Existe evidencia que demuestra que la complementacion de la dieta con
AGEs ®-3 proporciona una capa adicional de fotoproteccion sistémica.
Estos efectos se evaluaron con la dosis eritemal minima (DEM), en donde
mientras mayor es la DEM la piel es mas resistente a la radiacion UV
(Orengo et al., 1992). Los resultados de varios ensayos controlados con
placebo indican que la complementacion oral con aceite de pescado
aumenta la DEM en individuos sanos (Rhodes et al., 1994; Rhodes et al,
2003).
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El efecto de la aplicacion topica de AGEs se demostré6 en una
investigacion en donde posterior a la aplicacion de acido eicosatrienoico
(20:3 ®-3) en ratones sin pelo, se atenud la respuesta en la piel a la
radiacion UV (Jin, et al, 2002).

El fotoenvejecimiento de la piel se clasifica en dos tipos: extrinseco
(debido a influencias externas, principalmente exposicion a radiacion UV) e
intrinseco (debido al tiempo y la genética). El fotoenvejecimiento provoca
cambios tanto morfologicos como histologicos en la piel, incluyendo
aparicion de arrugas, pérdida de elasticidad, pigmentacion alterada, y

destruccion de colageno (Gilchrest, 1989).

El aumento de la ingesta diaria de AGEs se asocia con la apariencia de
una piel mas joven. Purba et al. (2001) investigaron la correlacion entre las
arrugas de la piel en un sitio expuesto al sol y el tipo de alimentacion en
mujeres de edad avanzada. El estudio muestra menos arrugas en la piel de
mujeres que consumieron mas vegetales, aceite de oliva y legumbres, y
menos productos lacteos y con alto contenido de azucar. Cosgrove et al.
(2007) también encontraron que el aumento de la ingesta diaria de LA se
asocia con una menor incidencia de sequedad y adelgazamiento de la piel

en mujeres sanas de mediana edad.

Ando et al. (1998) observaron una disminucion en la hiperpigmentacion
inducida por radiacion UV en cobayos, después de tres semanas de
tratamiento en la zona hiperpigmentada con preparaciones de acidos
grasos (acido oleico OA 18:1 ®-9, LA y ALA), el mayor efecto se produjo con
LA.

En un estudio, mujeres con piel seca y sensible recibieron como
tratamiento placebo, aceite de linaza, o aceite de borraja durante 12

semanas. En comparacion con el grupo placebo en las mujeres que
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consumieron los aceites se atenud la respuesta inflamatoria a una
sustancia quimica irritante de la piel, disminuy6 la pérdida de agua
transepidérmica (TEWL por sus siglas en inglés), y se redujo la rugosidad y

descamacion de la piel (De Spirt et al., 2009).

Otro estudio investigé el efecto del aceite de onagra (acido gamma-
linolénico GLA; 18:3 ®w-6) sobre la piel de 40 hombres y mujeres adultos
sanos. Después de 12 semanas, los sujetos que consumieron aceite de
onagra tuvieron mejoras significativas en la humedad de la piel, la TEWL,
la elasticidad, la firmeza y la rugosidad en comparacion con el grupo

control (Muggli, 2005).

2.3.4 Deficiencia de acidos grasos omega-3 en la piel

La deficiencia de AGEs afecta significativamente la funcion y la
apariencia de la piel, se caracteriza por hiperproliferacion de la epidermis,
dermatitis, y aumento de la TEWL, esta ultima refleja la integridad de la
funcion de barrera de la piel y esta directamente relacionada con la
composicion de AGEs de los lipidos estructurales del estrato corneo (Cho y
Ziboh, 1995).

En humanos los signos de deficiencia de AGEs se manifiestan
bioquimicamente en cuestion de dias, sin embargo, fisicamente pueden

tardar de semanas a meses en ser visibles (Jeppesen et al.,1998).

Una de las primeras investigaciones sobre AGEs en roedores, fue la
realizada por Burr y Burr (1929), los cuales mantuvieron a un grupo de
ratas con una dieta carente de grasa. Una vez determinados los efectos de
la deficiencia, incluyeron combinaciones de acidos grasos en distintas
dietas. Estos investigadores concluyeron que aceites ricos en AGPI
revertieron completamente los defectos de la piel, mientras que los aceites

que contienen acidos grasos saturados fueron ineficaces.
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Es importante destacar que no todos los aceites son igualmente
benéficos para la funcion de barrera de la piel en estados de deficiencia.
Darmstadt et al (2002) utilizaron diversos aceites en ratones con
deficiencia de AGEs; mientras que el aceite de semilla de girasol ayudo a
recuperar la funcion de barrera de la piel, la semilla de mostaza, el aceite
de oliva y el aceite de soya, retrasaron la recuperacion de esta funcion, y el
aceite de la semilla de mostaza, ademas dano a los queratinocitos

modificando la estructura del estrato corneo.

El acido mead o6 acido eicosatrienoico (20:3 ®-9) se produce
desproporcionadamente debido a la ausencia de los AGEs ®w-3 y ®-6,
debido a que el acido mead no se produce en individuos con su
requerimientos de AGEs cubiertos, su presencia en el plasma y en los
lipidos estructurales de la piel se utiliza para diagnosticar la deficiencia de

AGEs (Jeppesen et al.,1998).

Bohles et al (1976) experimentaron con ratas deficientes en AGEs,
después de 15 dias de la aplicacion tépica de aceite de cartamo en la zona
interescapular, el contenido de LA y AA de las membranas de los globulos
rojos y los fosfolipidos en plasma aumentaron, mientras que el contenido

de acido eicosatrienoico disminuyo.
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Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto dermatolégico en la epidermis de la chinchilla (C.

lanigera) mantenida como animal de compania por la complementacion

alimenticia con acidos grasos esenciales w-3 (DHA y EPA) en la dieta.

3.2 Objetivos especificos

3.3

1. Evaluar el efecto dermatologico en la epidermis de la chinchilla (C.

lanigera) mantenida como animal de compania por Ila
complementacion alimenticia con acidos grasos esenciales ®-3 (DHA

y EPA) en la dieta por medio de histopatologia.

. Evaluar el efecto dermatologico en la epidermis de la chinchilla (C.

lanigera) mantenida como animal de compania por la
complementacion alimenticia con acidos grasos esenciales ®-3 (DHA

y EPA) en la dieta por medio de microscopia electronica.

Hipotesis

La complementacion alimentaria con acidos grasos ®-3 en la dieta de la

chinchilla (C. lanigera), mantenida como animal de compania, provocara

cambios dermatologicos en la epidermis.
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Capitulo 4

Material y métodos

Para el presente estudio, 12 chinchillas (C. lanigera) de 4 meses de
edad, 6 hembras y 6 machos, con un peso promedio de 470 g, fueron

divididas en dos grupos (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1: Conformacion de grupos

Grupo Tratamiento Poblacion
G1 Dieta +acidos grasos ®-3 3 hembras y 3 machos
G2 Dieta 3 hembras y 3 machos

4.1 Alojamiento

Los 12 ejemplares de chinchilla (C. lanigera) fueron mantenidos en un
domicilio particular. Antes de comenzar el presente estudio, todos los
individuos se alojaron juntos durante el periodo de adaptacion.
Posteriormente, las chinchillas se alojaron individualmente en jaulas con
las siguientes dimensiones: 52 cm de largo x 35 cm de ancho x 29 cm de
alto; y a manera de piso fueron utilizadas charolas de plastico de 8 cm de

altura como piso de la jaula.

Las jaulas fueron distribuidas en cuatro columnas de tres niveles.
Cada jaula fue equipada con bebedero, comedero, madriguera, mordederas
de madera y arenero de plastico relleno con cama biodegradable. Ademas,
diariamente tuvieron acceso a un area de juegos con diversos accesorios
tales como: tubos, juguetes, madrigueras comestibles, mordederas,

piedras refrescantes, asi como una banera con arena de marmol.
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4.2 Tratamientos

La racion correspondiente a cada individuo fue calculada con base en
un consumo de 6 g por cada 100 g PC/dia en materia seca (MS) (Wolf et
al., 2003). Dado que el peso promedio de los ejemplares fue de 470 g el
resultado fue un requerimiento de 33 g/dia (29g/dia en MS) mas 10 g
considerados como desperdicio, equivalente al 30% de la racion. La suma
del requerimiento diario mas el desperdicio dio una racion total de
43g/dia de alimento fresco peletizado comercial Mazuri Chinchilla diet

(Figura 4.1) especifico para chinchilla equivalente a 115.24 Kcal/dia.

Mazuri® Chinchilla Diet
Andlisis garantizado

Proteina cruda min. 20%
Grasa cruda min. 3%
Fibra cruda max. 18%
Humedad max. 11%
Cenizas max. 9%

Contiene: 2680 Kcal de EM/Kg

Figura: 4.1: Analisis garantizado

A cada integrante del grupo Gl se ofrecieron diariamente 43g de
pellets Mazuri Chinchilla diet en un comedero de plastico, agua purificada
fresca en un bebedero de botella y un complemento alimenticio del
laboratorio Omegamex® en la presentacion frasco con gotero 10 mL. Este
complemento contiene 200 mg de aceite de orbital de atin por cada
mililitro y su composicion de AGEs ®-3 es 47% DHA y 12% EPA. La dosis
de AGEs ®-3 fue de 50 mg/Kg PC cada 24 h y administrada via oral

directamente del gotero. Esta dosis equivale a 0.36 Kcal extras al dia.

A cada integrante del grupo control G2 se le ofrecio la dieta antes

descrita pero en vez de proporcionar el complemento alimenticio, fueron
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administradas tres gotas de agua purificada (placebo) via oral con un

gotero, para que tuviesen el mismo manejo que el grupo G1.

La administracion del tratamiento fue durante 60 dias,

proporcionandose una vez al dia los ®-3 o el placebo.

4.3 Toma de muestras

Se realizaron tres muestreos para obtener biopsias de piel, dichos
muestreos se llevaron a cabo en ambos grupos los dias cero, 30 y 60 del

experimento.

Un dia antes del muestreo los animales se banaron con arena de
marmol y 2 horas antes de la toma de muestras se mantuvieron 2 h en
ayuno para evitar el riesgo de broncoaspiracion en caso de vomito. Las

biopsias fueron tomadas en una clinica veterinaria particular.

4.3.1 Anestesia

Se utiliz6 una maquina para anestesia inhalada LEi Medical® y como
agente anestésico Isoflurane (Wenger, 2012), al 3% para la induccion y al

2% para mantenimiento (Carpenter, 2005).
4.4 Biopsias

Una vez que el ejemplar estaba bajo anestesia, se rasurd y limpio la
region interescapular. Posteriormente con un punch UniPunch® para
biopsias de 5 mm de diametro se obtuvo una biopsia de piel de cada
individuo. La piel se suturo con puntos separados y se aplico cicatrizante.
Finalmente, los individuos pasaron al area de recuperacion en donde se les
administré meloxicam a dosis de 2 mg/Kg de PC via oral y enrofloxacina a

dosis de 10 mg/Kg via oral (Carpenter, 2005) .
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Las muestras para el estudio histopatologico fueron de 5 mm de
diametro. Las biopsias abarcaron la epidermis y se obtuvieron de la piel de
la linea media de la zona interescapular de cada uno de los animales de
ambos grupos. A un ejemplar de cada tratamiento se realizo una biopsia
de 8 mm de diametro (en vez de 5 mm) para poderla seccionar en dos
partes, una de Smm para ser referida a histopatologia y una de 3mm para

microscopia electronica.

4.5 Envio de muestras

Inmediatamente después de tomar las biopsias se adhirieron a un
pequeno trozo de carton y se introdujeron en un tubo vacutainer con 3 mL
de formalina al 10% a pH de 7.2 a 7.4 para su procesamiento. Cada uno
de los fragmentos de piel de los 12 individuos fue procesado para su
respectivo estudio histopatologico, en el Laboratorio del Departamento de
Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autonoma de Meéxico (FMVZ-UNAM). De igual
manera para el procesamiento de muestras para microscopia electronica,
inmediatamente después de obtener la muestra se fijo el otro fragmento
restante de piel en glutaraldehido al 2.5 a 24°C por 24 h y se proceso en el
Laboratorio de Microscopia Electronica de la FMVZ-UNAM.

4.6 Procesamiento de muestras para su evaluacion histopatolégica

Las muestras adheridas al carton fueron retiradas de los tubos
vacutainer, cortadas y colocadas en capsulas de inclusion previamente

identificadas con el nimero de caso.

Posteriormente los tejidos fueron procesados mediante el método
histopatologico de rutina de hematoxilina y eosina (H/E), el cual consiste
en procesos de deshidratacion, aclaracion e infiltracion. Después fueron

incluidos en bloques de parafina para ser seccionadas en el micrétomo.
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Tales cortes, de aproximadamente S um de grosor, dieron lugar a cintas de
tejido, que fueron sometidas a flotacion, y posteriormente se transfirieron a
las laminillas para ser secadas en una placa caliente. Una vez secas las
muestras se tineron mediante la técnica de H/E (Cray y Zaias, 2004). Las
laminillas se examinaron y se evaluaron al microscopio fotonico para
evaluar el efecto de los tratamientos administrados. Los numeros de caso

asignados a cada muestra se presentan en el apéndice 3.

4.7 Procesamiento de muestras para su evaluacion por microscopia

electronica

Las muestras de piel fueron adheridas a la superficie de un cartéon con
la finalidad de preservar su forma y fueron fijadas en glutaraldehido al
2.5% por tiempo de 48h. Posteriormente se realiz6 un corte en direccion
del crecimiento del pelo para obtener dos secciones de piel. Ambas
secciones fueron colocadas en un tubo de vidrio previamente identificado
con el namero de caso (Apéndice 3), con buffer de cacodilatos a un pH de
7.3 (Hayat, 2000).

Posteriormente se realizaron tres lavados de 15 min con buffer de
cacodilato. Cuando se concluyo el primer lavado se decanto6 el buffer y fue
reemplazado nuevamente por el mismo buffer. Al terminar el segundo
lavado se extrajo nuevamente el buffer y se sustituyé por una mezcla de
tetraoxido de osmio al 1% y buffer de cacodilatos. La muestra permanecio
ahi por espacio de 24 h, donde adopto una coloracion negra. Esta muestra

se mantuvo siempre en refrigeracion y cubierta de la luz.

Al dia siguiente se realizaron tres lavados con solucion amortiguada pH
de 7.2 a 0.1 M de cacodilatos. Para continuar con la deshidratacion con
concentraciones ascendentes de acetona. En total se realizaron ocho

lavados de 20 min cada uno, utilizando concentraciones del 50%, 60%,
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70%, 80%, 90% y finalmente tres cambios con acetona al 100%. Después
se incluyeron las muestras en una mezcla de resina époxica con acetona al
100% a razoéon 2:1. Tres dias después se realizé un cambio a una mezcla de
resina-acetona relacion 1:1, en la cual permaneciéo por seis dias en un

desecador a temperatura ambiente (Vazquez Nin y Echeverria, 2000).

Transcurridos los seis dias, las muestras se incluyeron con resinas
epoxicas al 100% en una placa de porcelana, los cuales fueron colocados
en la estufa a 60°C por 1 h, para posteriormente realizar un nuevo cambio
de resina époxica colocando las muestras una vez mas en la estufa a 60°C

durante 1h.

Consecutivamente, las muestras se transfirieron a capsulas de gelatina
y se polimerizaron a 60°C por 24 h. Una vez polimerizadas se realizaron
cortes semifinos de 200 pm de grosor utilizando un ultramicrotomo y
cuchillas de vidrio. Posteriormente se montaron en portaobjetos para ser
contrastadas después con azul de toluidina para poder ser observados en
un microscopio optico con la finalidad de seleccionar el area de interés, en

este caso la epidermis.

Finalmente se realizaron cortes finos de 60 um, los cuales fueron
montados en rejillas de cobre de 200 mesh y se contrastaron con acetato
de uranilo y citrato de plomo para posteriormente ser observados en un

microscopio electronico ZeissEM 900 a S0Kv.

4.8 Meétodo estadistico

Para el presente estudio se realizé6 un Analisis de Varianza Multivariado
(MANOVA) utilizando un diseno completamente al azar de dos factores
(grupo y sexo) con mediciones en el tiempo. El analisis estadistico se

realiz6 con el software JMP v 5.1.
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Capitulo 5

Resultados

5.1 Primer muestreo

En el dia cero, a nivel macroscopico, la apariencia del pelaje de las

chinchillas fue similar en ambos grupos (Figura 5.1).

a) Miembro del grupo G1 b) Miembro del grupo G2
Figura 5.1: Aspecto del pelo al dia cero

Microscopicamente, se observo una porcion de piel correspondiente a la
zona interescapular, en donde se observé la presencia de cuatro capas en
la epidermis: estrato corneo, estrato lucido, estrato granuloso y estrato

basal.

Los resultados histopatolégicos de las biopsias de ambos grupos,
revelaron una pérdida moderada de queratina a nivel de estrato coérneo
(Figura 5.2) lo cual dificulté la exactitud en las mediciones de este estrato.
Por su parte, el estrato lucido es delgado pero esta presente en todos los
individuos y se observa a mayor detalle en la microscopia electronica. El
estrato granuloso y el estrato basal presentaron abundantes granulos de

queratohialina sin alteraciones aparentes.
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Primer muestreo (dia cero)

(a) Micrografia 400x. Seccién de piel de la zona interescapular
de hembra: e. cérneo con queratina demasiado disgregada
(EC), e. lucido bien definido, e. granuloso con presencia de
abundantes granulos de queratohialina (EG), e. basal

abundante (EB). Técnica H/E

() Micrografia 400x. Seccion de piel de la zona interescapular
de macho: e. corneo con queratina demasiado disgregada
(EC), e. lucido bien definido (EL), e. granuloso con presencia
de abundantes granulos de queratohialina (EG), e. basal
abundante (EB). Técnica H/E

(e) Micrografia electrénica de transmisién 3000x. Seccién de
piel de la zona interescapular de hembra: e. cérneo (EC), e.
lacido (EL), e. granuloso (EG), célula de Merkel (CM) e. basal
(EB),

desmosoma (D). Técnica de contraste con acetato de uranilo y

dermis superficial (DS) nucleo (N), nucléolo (n),

citrato de plomo

(b) Micrografia 400x. Seccién de piel de la zona interescapular
de hembra: e.
disgregada (EC), e. ltucido bien definido (EL), e. granuloso con

cérneo con dqueratina abundantemente

presencia de abundantes granulos de queratohialina (EG), e.
basal abundante (EB). Técnica H/E

(d) Micrografia 400x. Seccion de piel de la zona interescapular
de macho: e. corneo con queratina disgregada (EC), e. lucido
bien definido (EL), e. granuloso con presencia de abundantes
granulos de queratohialina (EG), e. germinativo 6 basal
abundante (EB). Técnica H/E

N i

() Micrografia electrénica de transmisiéon 3000x. Seccién de
piel de la zona interescapular de hembra: e. cérneo con
queratina disgregada (EC), e. ltcido bien (EL), e. granuloso
(EG), e. basal (EB), nucleo (n), dermis superficial (DS). Técnica

de contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo

Figura 5.2: Resultados microscopicos al dia cero en los grupos G1 y G2
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Se realizaron tres mediciones del estrato lucido de cada histopatologia,
con dichas mediciones se obtuvo el grosor promedio por muestra,
posteriormente se obtuvieron las medias y desviaciones estandar por sexo
y grupo. (Cuadro 5.1). Estas mediciones se realizaron con el software

Image J ®.

Cabe resaltar que debido a factores genéticos y ambientales de los
criaderos de origen, algunos individuos era de mayor tamano que otros a
pesar de tener la misma edad. Estadisticamente no fue significativa la

diferencia.

Cuadro 5.1: Grosor del estrato ltcido de la piel de chinchillas, dia cero

Gl G2
Grupo
Media (um) DE (um) Media (um) DE (um)
Hembras 3.76 0.38 3.45 0.16
Machos 4.24 0.04 3.87 1.01
Promedio grupal 4.00 0.36 3.66 0.69

Debido a que las biopsias se obtuvieron de chinchillas en crecimiento,
se observo un incremento de discreto a moderado en el numero de
foliculos pilosos, dicho hallazgo fue similar tanto en machos como en

hembras de ambos grupos.

Los resultados de la evaluacion por microscopia electronica no fueron
considerados para el analisis estadistico, debido a que solo fueron 2
individuos elegidos al azar por cada muestreo para mostrar la

ultraestructura de la piel.

A partir del dia 15 de la fase experimental, se comenzo a percibir el olor
de los AGE’s ®-3 en la piel de las chinchillas del grupo G1 y en el dia 21 la
apariencia del pelaje de los seis individuos de este grupo fue un poco mas

brillante comparada con el grupo control.
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5.2 Segundo muestreo

En el dia 30, macroscopicamente, la apariencia del pelaje de las
chinchillas fue mas brillante en el grupo complementado en comparacion

con el grupo control (Figura 5.3).

a) Miembro del grupo G1 b) Miembro del grupo G2
Figura 5.3: Aspecto del pelo al dia 30

El olor caracteristico de los AGE’s ®-3 continu6 presente en la piel de

las chinchillas del grupo complementado del dia 30 al dia 59.

A nivel microscopico, se observo la presencia de cuatro capas en la

epidermis: estrato corneo, estrato lticido, estrato granuloso y estrato basal.

Los resultados de la evaluacion histopatologica revelaron una pérdida
discreta de queratina a nivel de estrato corneo en los machos de ambos
grupos y moderada en las hembras, dicha pérdida es mas evidente en G2
que en G1 (Figura 5.4). A nivel ultracelular, en la microscopia electronica
se aprecia como en el estrato corneo la queratina es mas uniforme en G1

que en G2 en donde fue disgregada.

En la evaluacion histopatolégica del grupo complementado, se observo
un incremento en el grosor del estrato lucido, el mismo que es evidente en
la microscopia electronica al comparar G1 y G2. Por su parte, los estratos

granuloso y basal no presentaron alteraciones aparentes.
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Segundo muestreo (dia 30)

"“t\.‘l e .
aEzh SN L N

(a) Micrografia 400x. Seccién de piel de la zona interescapular
de hembra: e. corneo con queratina discretamente disgregada
(EC), e. lucido bien definido (EL), e. granuloso con presencia
de abundantes granulos de queratohialina (EG), e. basal
abundante (EB). Técnica H/E

() Micrografia 400x. Seccion de piel de la zona interescapular
de macho: e. cdrneo con queratina disgregada (EC), e. Iucido
bien definido (EL), e. granuloso con presencia de abundantes
granulos de queratohialina (EG), e. basal abundante (EB).
Técnica H/E

(e) Micrografia electrénica de transmisiéon 3000x. Seccion de
piel de la zona interescapular de hembra: e. cérneo (EC) con
abundante queratina, e. ltcido (EL), e. granuloso (EG), nucleo
(N), estrato basal (EB), dermis superficial (DS). Técnica de

contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo

Grupo G2
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(b) Micrografia 400x. Seccién de piel de la zona interescapular
de hembra: e. corneo con queratina poco disgregada (EC), e.
ltcido bien definido (EL), e. granuloso con presencia de

abundantes granulos de queratohialina (EG), e. basal
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(d) Micrografia 400x. Seccion de piel de la zona interescapular
de macho: e. corneo con queratina disgregada (EC), e. lucido
bien definido (EL), e. granuloso con presencia de abundantes
granulos de queratohialina (EG), e. basal abundante (EB).
Técnica H/E
Y

() Micrografia electrénica de transmisién 3000x. Seccién de
piel de la zona interescapular de hembra: e. cérneo con
queratina disgregada (EC), e. lucido (EL), e. granuloso (EG),
célula de Merkel (CM), nucléo (N), e.basal (EB). Técnica de

contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo

Figura 5.4: Resultados microscépicos al dia 30 en los grupos G1 y G2
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Se observo un incremento de discreto a moderado en el numero de
foliculos pilosos, dicho hallazgo fue similar tanto en machos como en
hembras de ambos grupos debido a que las biopsias se obtuvieron de

chinchillas que seguian en crecimiento.

Las mediciones del grosor del estrato Itcido se realizaron de la misma
forma que en el dia cero (Cuadro 5.2). En el analisis estadistico MANOVA,
no hubo cambio estadisticamente significativo en el grosor de la piel al dia
30 (P=0.3007) entre el grupo G1 y el grupo G2.

Cuadro 5.2: Grosor del estrato lucido de la piel de chinchillas, dia 30

Gl G2
Grupo
Media (um) DE (um) Media (um) DE (um)
Hembras 3.87 0.15 3.64 0.45
Machos 3.90 0.40 3.54 0.43
Promedio grupal 3.88 0.27 3.59 0.39

El tamano y peso de las chinchillas comenzé a ser mas uniforme en
el dia 30 que en el dia cero, se aprecié un crecimiento ligeramente mayor

en las hembras que en los machos.

5.3 Tercer muestreo

En el dia 60, a nivel macroscopico, la apariencia del pelaje de las
chinchillas fue mucho mas brillante en el grupo complementado en

comparacion con el grupo control (Figura 5.5).
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a) Miembro del grupo G1 b) Miembro del grupo G2

Figura 5.5: Aspecto del pelo al dia 60

El olor caracteristico de los AGE’s ®-3 continu6 presente en la piel de
las chinchillas del grupo G1 hasta 15 dias después de finalizar la fase

experimental.

Microscopicamente, la evaluacion histopatologica revelo la pérdida de
queratina del estrato corneo, esta fue discreta en G1, siendo un poco mas
notoria en las hembras. Por otra parte, en G2 la pérdida de queratina fue
moderada, dicha pérdida es mas evidente en hembras que en machos
(Figura 5.6).

A nivel ultracelular, en la microscopia electréonica se aprecia como en
el estrato corneo la queratina es mas uniforme en G1 que en G2 en donde

fue disgregada.

En la evaluacion por histopatologia, se aprecia el incremento del
grosor del estrato Iticido en ambos grupos; no obstante, es mas notable y
homogéneo en G1, tanto en machos como en hembras, este incremento se

observo claramente en la evaluacion por microscopia electronica.

Tanto el estrato granuloso como el estrato basal no presentaron

alteraciones aparentes.
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Tercer muestreo (dia 60)

e aNe o
(a) Micrografia 400x. Seccién de piel de la zona interescapular
de hembra: e. corneo con queratina disgregada (EC), e. lacido
bien definido (EL), e. granuloso con presencia de abundantes
granulos de queratohialina (EG), e. basal abundante (EB).
Técnica H/E

(b) Micrografia 400x. Seccién de piel de la zona interescapular
de hembra: e. cérneo con queratina demasiado disgregada
(EC), e. lucido bien definido (EL), e. granuloso con presencia
de abundantes granulos de queratohialina (EG), e. basal
abundante (EB). Técnica H/E

() Micrografia 400x. Seccion de piel de la zona interescapular
de macho: e. cdrneo con queratina disgregada (EC), e. Iacido
bien definido (EL), e. granuloso con presencia de abundantes
granulos de queratohialina (EG), e. basal abundante (EB).
Técnica H/E

(e) Micrografia electronica de transmisiéon 3000x. Seccion de
piel de la zona interescapular de hembra: e. cérneo (EC), e.
lacido (EL), e. granuloso (EG), e. basal (EB), nucleo (N),
nucléolo (n). Técnica de contraste con acetato de uranilo y

citrato de plomo

(d) Micrografia 400x. Seccién de piel de la zona interescapular
de macho: e. corneo con queratina demasiado disgregada
(EC), e. lucido bien definido en algunas zonas (EL), e.
abundantes granulos de

granuloso con presencia de
queratohialina (EG), e. basal abundante (EB). Técnica H/E

P

) - -

() Micrografia electrénica de transmision 3000x. Seccién de
piel de la zona interescapular de hembra: e. cérneo (EC) con
queratina disgregada, e. lucido (EL), e. granuloso (EG), e.
basal (EB). Técnica de contraste con acetato de uranilo y

citrato de plomo

Figura 5.6: Resultados microscopicos al dia 60 en los grupos G1y G2
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Las mediciones del estrato lucido que fueron obtenidas de las

histopatologias se muestran en el cuadro 5.3.

Cuadro 5.3: Grosor del estrato ltcido de la piel de chinchillas, dia 60

Gl G2
Grupo
Media (um) DE (um) Media (um) DE (um)
Hembras 4.57 0.28 3.67 0.05
Machos 4.45 0.24 4.03 0.43
Promedio grupal 4.51 0.24 3.85 0.33

En la figura 5.8 se muestra graficamente el cambio en el grosor del
estrato Itcido de la piel de las chinchillas durante los 60 dias que dur¢ el
presente estudio. En esta grafica se distingue claramente como en ambos
grupos aumento el grosor del estrato licido debido a que las chinchillas
estaban en crecimiento, sin embargo, este aumento fue mas notorio en el

grupo complementado con AGE’s »-3.

Grosor del estrato licido de la piel de
chinchillas (um)

Dia0 Dia30 Dia60

B G1 (complementado) ™ G2 (control)

Figura 5.7: Grafica que muestra el incremento en el grosor del estrato Itcido en la

piel de las chinchillas de ambos grupos durante 60 dias. * P <0.05
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A pesar de que el tamano y el peso de las chinchillas fue mas
homogéneo al final del presente estudio, siendo las hembras de mayor
tamano que los machos como parte del dimorfismo sexual caracteristico de
esta especie, el analisis estadistico no encontro significancia en el efecto
del sexo sobre el incremento en el grosor del estrato lucido (P=0.4422), ni
la interaccion entre el sexo y el grupo (P=0.2233) y tampoco la interaccion
entre el sexo y el grupo a través del tiempo (P=0.4026) ni las interacciones

entre los muestreos y el sexo (P=0.6900).

En cuanto al efecto del grupo sobre el grosor del estrato lucido (cuadro
5.4) si fue estadisticamente significativo (P=0.0003) al dia 60, siendo

mayor en G1 cuya dieta fue complementada con acidos grasos »-3 que en

G2 (Figura 5.8).

Cuadro 5.4: Grosor del estrato lucido de la piel de las chinchillas de los

grupos G1 y G2 al dia 60

Grupo 0 Media + DE +IC 95%
um um um
G1 6 4.51 0.24 0.19
G2 6 3.85 0.33 0.26

Grosor promedio del estrato licido de la piel de las
chinchillas de los grupos G1 y G2 en el dia 60

4.5 _|

media

IC 95% (max.)

IC 95% (min.)

3.5

Grosor de 1 estrato licido um

Gl G2
Grupo

Figura 5.8: Grafica que muestra aumento en el grosor de la piel con relacion al grupo,

dia 60
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Dado que las chinchillas de ambos grupos se encontraban en etapa de
crecimiento, se encontr6 diferencia estadisticamente significativa
(P=0.0173) entre los muestreos 2 (dia 30) y 3 (dia 60) (Figura 5.9). Esto
quiere decir que independientemente del grupo al que pertenecieran G1 o
G2, todos los individuos mostraron un incremento en el grosor de su

estrato ltcido (cuadro 5.5) debido a su crecimiento.

Cuadro 5.5: Grosor del estrato lucido de la piel de las chinchillas en los

muestreos dos y tres

n Media + DE +IC 95%
Muestreo
um um um
2 (dia 30) 12 3.705 0.367 0.199
3 (dia 60) 12 4.134 0.462 0.251

Grosor del estrato licido de la piel de las
chinchillasaldia 30 y 60

g 4-6
3 4.4
3 4.2 =
2 4
©
= 3.8 media
2 — IC 95% (méx.)
3 3.6 IC 95% (min.)
s 3.4
[=]
5 3.2
3

2 (dia 30) 3 (dia 60)

muestreo

Figura 5.9: Grafica de la prueba estadistica MANOVA que muestra el aumento en el

grosor de la piel.
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Al final de los 60 dias de experimentacion, se observaron dos hallazgos
principales en la epidermis de las chinchillas de ambos grupos, el primero
fue el incremento del estrato lucido y el segundo fue la pérdida de
queratina en el estrato corneo. Esta pérdida de queratina es caracteristica

de la exfoliacion.

Para comprobar esta posible exfoliacion, se eligio al azar a un macho
del grupo G2 y se prolongé su tratamiento 30 dias mas, durante este
periodo fue alimentado con la misma dieta y se mantuvo en las mismas
condiciones en las que habia sido albergado los 60 dias anteriores, pero se
retiré la banera con arena de marmol. Posterior a este periodo de tiempo,
se obtuvo una biopsia de piel de la zona interescapular y fue procesada
para su evaluacion por histopatologia de la misma forma descrita en el

capitulo 4 "Material y Métodos".

Histopatologicamente se observo un estrato corneo con abundante
queratina uniforme y un estrato licido bien delimitado (Figura 5.10) a
diferencia de todas las demas muestras en donde se observo pérdida de
queratina de discreta a moderada. Esto sugiere que las chinchillas
aceleran la exfoliacion de su piel al tomar banos de arena de marmol.

R
EL ; 8, 7=}

%

. -

EC

“\\\

o>

EG

EB

Figura 5.10: Micrografia 400x. Seccion de piel de la zona interescapular
del macho del grupo G2 sin exfoliacion al dia 90: estrato coérneo con
abundante queratina uniforme (EC), estrato Ilacido (EL), estrato

granuloso (EG), estrato basal abundante (EB). Técnica H/E
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Capitulo 6

Discusion

Posterior a los 60 dias que durod el presente estudio, fueron notorios,
macroscopicamente, ciertos cambios entre los miembros del grupo G1 y
G2. En primer lugar, a partir del dia 21 el pelaje de los miembros del
grupo G1 tanto machos como hembras era mas brillante en comparacion
con los del grupo control G2. En segundo lugar, la presencia de un olor
caracteristico similar al producto con el cual fue complementada la dieta
del grupo G1 en machos y en hembras, y por ultimo la disminucion de
problemas alérgicos en una de las hembras pertenecientes al grupo G1. No
obstante, todos los cambios descritos anteriormente sélo se evaluaron

cualitativamente.

En la evaluacion histopatologica, se observo pérdida de queratina
moderada en el estrato corneo debido a que todas las chinchillas se

banaron con arena de marmol un dia antes de la toma de biopsias.

Como se mencion6 anteriormente en el capitulo 2 “Antecedentes”, el
cuidado de la piel y pelo son esenciales para el bienestar fisico y mental de
las chinchillas (Barber y Thompson, 1990); por tal motivo, se banan con
arena de marmol siguiendo una serie de pasos descrita por Stern y Merari
(1969), que pueden dar como resultado una exfoliacion acelerada de la

piel.

Con la finalidad de probar esta posible exfoliacion a consecuencia del

bano, se prolong6é 30 dias mas el tratamiento en un macho del grupo G2.
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Al final de este periodo, la histopatologia del estrato corneo presento
abundante queratina dispuesta uniformemente, comprobando que cuando
las chinchillas se banan con arena de marmol, aceleran la exfoliacion en
su piel, provocando la pérdida de queratina en el estrato corneo y

posiblemente también en el estrato lucido.

Wilcox (1950) publico una descripcion de la estratificacion de la
epidermis de la C. lanigera adulta, la cual se divide en tres capas
reconocibles: estrato germinativo, estrato granuloso y estrato cérneo, y
reportd la ausencia de estrato lucido en esta especie. Sin embargo, su
estudio fue realizado Unicamente con tres ejemplares, un adulto vivo, un
adulto muerto y una cria. En este trabajo se ha hecho un hallazgo en
cuanto a la estructura de la epidermis, demostrando la presencia de
estrato lacido en la piel de los 12 ejemplares de C. lanigera, en la zona
interescapular, que coincide con lo reportado por Sokolov (1982) que
encontré que la epidermis de la C. lanigera es 4 uym mas gruesa en la

espalda media.

En la evaluacion por microscopia electronica, se aprecid con mayor
detalle la presencia de cuatro estratos bien diferenciados en la epidermis
de la C. lanigera, ademas de corroborar la exfoliacion presente en el estrato

corneo.

Estadisticamente, la prueba MANOVA mostré6 un incremento en el
grosor del estrato ltcido a través del tiempo, en donde la media del grosor
del estrato lucido fue mayor al dia 60 del experimento, debido a que los
animales se encontraban en etapa de crecimiento, las chinchillas pasaron

de los cuatro a los seis meses de edad durante el presente estudio.

Por otra parte, el efecto del tratamiento con AGEs »-3 sobre el grosor

del estrato lticido también fue estadisticamente significativo, siendo mayor
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el incremento de grosor en el grupo T que en el grupo C. Al aumentar el
grosor y la uniformidad de los estratos licido y corneo en la piel sana,
mejora la funcion de barrera de la epidermis, lo cual es un beneficio
notorio que se refleja en mayor resistencia a infecciones e incluso a

neoplasias (Gil, 2004).

Se han realizado distintas investigaciones en roedores para evaluar los
signos de la deficiencia de AGEs y la capacidad de distintos complementos
para restaurar la piel. En ratas (Hansen y Jensen, 1985) y ratones (Elias et
al., 1980) se solucionaron los problemas en la piel debido a la deficiencia
inducida de AGEs y se recuper6 la funcion de barrera con la

complementacion con ALA.

Hasta la fecha, no existen otros reportes del efecto de Ila
complementacion con AGEs en la piel de chinchilla (C. lanigera). No
obstante, se han realizado diversos estudios en cobayos, que también son

roedores histricomorfo.

Ziboh et al. (1987) evaluaron la respuesta de cobayos con deficiencia de
AGEs y donde la complementacion con aceites de cartamo y de onagra
corrigieron los signos de deficiencia, mientras que la complementacion con

aceite de pescado sabalo no tuvo ningun efecto.

Cho y Ziboh (1995) complementaron con aceite de maiz o de cartamo
(ambos contenian LA) la dieta de cobayos con deficiencia de AGEs,
resultando en la supresion de la hiperproliferacion epidérmica

caracteristica de la deficiencia de AGEs.

Fu et al. (2000) realizaron un estudio en cobayos en donde se demostro
que la ingesta de ALA se acumula en la piel y el pelo, ademas de los

musculos, los huesos y el tejido adiposo. El ALA en la dieta se acumula en
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las glandulas sebaceas antes de llegar como acido graso libre a la

superficie de la piel.

Miller et al. (1990), realizaron estudios con cobayos que revelaron que
complementos de aceite de pescado o de aceite de borraja alteraron
significativamente tanto la composicion de acidos grasos en la epidermis
como los niveles de sus derivados. Por esta razén, la complementacion con
aceite de pescado es util para el tratamiento de trastornos inflamatorios de

la piel como la psoriasis, el eczema, y dermatitis atopica.

Otro aspecto importante a considerar es el sabor de los AGEs »-3.
Nettleton (1991), reporté mayor palatabilidad en los AGEs ®-3
provenientes de fuentes vegetales como el aceite de linaza, que los
provenientes de fuentes de origen animal como el aceite de pescado, en el

caso de los humanos.

En el caso particular de las chinchillas del presente estudio, a pesar de
que el sabor de los AGEs ®-3 de aceite de atun les resulté poco palatable,
su efecto en la epidermis fue muy bueno. Aunque esta documentado que
la aplicacion topica de -3 es efectiva en el tratamiento de la deficiencia de
AGEs (Sinclair et al., 2002), debido a la densidad del pelaje de las
chinchilla (Spotorno et al., 2004), la aplicacion tépica en piel sana

resultaria impractica, pero no asi en caso de deficiencia.

Jin et al (2002) demostraron que posterior a la aplicacion de acido
eicosatrienoico (20:3 ®-3) via topica en ratones sin pelo, se atenuod la
respuesta en la piel a la radiacion UV. Sin embargo, Takemura et al (2002)
informaron que la complementacion alimenticia con ALA suprimio el
eritema y la acumulacion de eicosanoides inflamatorios inducidos por la

radiacion UV en ratones sin pelo, pero la aplicacion topica no.
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Sinclair et al (2002) estudiaron el efecto de la aplicacion topica de
acidos grasos ®-3 purificados (0.5 % de EPA o de DHA) en cobayos sanos y
el resultado fue la hiperproliferacion epidérmica después de cinco dias de

aplicacion diaria.

Kim et al (2006) reportaron que en humanos el engrosamiento de la
epidermis, el aumento de colageno y la expresion de fibras elasticas en la
piel joven; asi como el incremento en la expresion de proteinas que
contribuyen a la sintesis de colageno y la reparacion de la piel; son efectos
protectores contra el fotoenvejecimiento extrinseco e intrinseco provocados
por la aplicacion topica de EPA. De modo que, el engrosamiento en el
estrato lucido de las chinchillas debido a la complementacion con AGEs ®-

3 podria ejercer un efecto protector contra el envejecimiento.

Con estos resultados tanto macroscopicos como microscopicos, se
comprueba que la complementacion con acidos grasos ®-3 en la dieta, no
solo ayuda a mejorar la funcion de barrera de la epidermis, sino también
la apariencia de la piel y pelaje en chinchillas (C. lanigera) sanas

mantenidas como animal de compania.
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Capitulo 7

Conclusiéon

En conclusion, con el presente estudio se comprueba el efecto benéfico
de la complementacion a la dieta con acidos grasos -3 sobre la piel de la
chinchilla (C. lanigera) como animal de compania, encontrando cambios a
nivel macroscopico como el pelaje mas brillante a partir del dia 21, y a
nivel microscopico el incremento en el grosor del estrato licido posterior a

60 dias de tratamiento.

Se comprobé6 la pérdida de queratina debido a la exfoliacion con los
banos con arena de marmol en el estrato corneo de la epidermis de las
chinchillas, pero no se recomienda privar a las chinchillas del acceso a

arena de marmol.

Y como hallazgo adicional, se encontro la presencia de estrato lucido en
la piel de la zona interescapular de las chinchillas, mismo que lleva a
refutar la descripcion realizada por Wilcox (1950), en la cual reporto la
ausencia de dicho estrato en la estructura de la epidermis de la chinchilla

(C. lanigera) adulta.
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Apéndice 1

Clasificacion taxonomica de la chinchilla (C. lanigera)

Reino
Filo

Clase
Orden
Suborden
Familia
Género

Especie

Animalia
Chordata
Mammalia
Rodentia
Hystricomorpha
Chinchillidae
Chinchilla

Chinchilla lanigera

Valores fisiologicos de la chinchilla (C. lanigera)

Expectativa de vida
Peso adulto

Madurez sexual

Tipo de ciclo estral
Duracion del ciclo estral
Ovulacion

Periodo de gestacion
Tamano de la camada
Peso normal al nacimiento
Destete

Temperatura rectal
Frecuencia cardiaca

Frecuencia respiratoria

10 anos (hasta 20 anos de vida)
Macho 400-500 g, hembra 400-600 g
8 meses de edad

Poliéstrica estacional

30-50 dias

Espontanea

105-118 dias (111 promedio)
1-6 (2 en promedio)

30-50 g

6 a 8 semanas

37-38° C

100-150 lpm

40-80 rpm
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Caracteristicas para alojamientos de chinchilla (C. lanigera)

Cambios de aire/hora 15-20
Espacio minimo del suelo de la jaula 1400 cm?
Altura minima del suelo de la jaula 30-60 cm
Temperatura ambiente recomendada 15.5- 24 °C
Temperatura ambiente minima-maxima 10-25°C
Humedad 40-60%
Frecuencia minima de limpieza de jaula 1-2 veces por semana

Ciclo horas luz- oscuridad 12-12

Fuentes: Aleandri, 2002; Spotorno et al., 2004; O’Malley, 2005; Ballard y
Cheek, 2010; Jepson, 2011.
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Apéndice 2

Problemas dermatologicos mas relevantes en chinchillas

Origen Signos Causa Agente patogeno

Bacteriano Abscesos Mordidas Staphylococcus sp,

Streptococcus sp
Ptialismo Infecciones dentales Staphylococcus sp

Micético Alopecia bien delimitada, | Dermatofitosis Trichophyton
descamacion, eritema, mentagrophytes,
costras Microsporum

gypseum, M. canis

Ectoparasitos | Prurito Pulgas Cheyletiella sp.

Nutricionales Descamacion, Dietas mal balanceadas | Deficiencia de
crecimiento reducido de | y/o mal conservadas acido linoleico y
pelo, Glceras cutaneas, araquidonico
debilidad
Alopecia, piel escamosa y | Dietas mal balanceadas | Deficiencia de
engrosada, anorexia, acido pantoténico
hiperactividad, animales
delgados
Descamacion, alopecia Dietas mal balanceadas | Deficiencia de zinc
Coloracion amarillo- Alteracion del Deficiencia de
naranja en la piel en el metabolismo de los colina, metionina o
abdomen y perineoy en | pigmentos de las vitamina E
tejidos grasos plantas por dietas mal

balanceadas
Pelo ondulado y débil Dietas mal balanceadas | Dieta alta en
con apariencia de proteinas (PC >
algodon 28%)

Etolégicos Masticar el pelaje, Hacinamiento, estrés Auto inducida,
aparentes zonas de hereditario
alopecia, pelo corto
Pelo enredado, exceso de | Falta de bano de arena, | Falta de bano de
acicalamiento humedad relativa alta arena

(>80%)

Miscelaneo Desprendimiento de Estrés Mecanismo de
parches de pelo defensa natural
Malestar en machos Acumulacion de un _
reproductores anillo de pelo alrededor

de la base del pene en
el interior del prepucio

Neoplasico Neoplasias en la piel Distintas causas Neuroblastoma,

carcinoma, lipoma,
hemangiosarcoma
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Fuentes: Johnson-Delaney, 1996; Laber-Laird et al., 1996; Marshall, 2003;
Paterson, 2006; Hopman y Wilson-Barron, 2007.
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