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RESUMEN

FIGUEROA ARAGON SAMUEL. Evaluacion histologica del dtero de chinchillas
puiberes (Eryomis laniger) implantadas con zeranol (bajo la direccion de MVZ René
Fernindez Romdn, M en C Santiago René Anzaldia Arce y M en C Mario Pérez

Martinez.

El Zeranol es un compuesto anabélico no esteroide con actividad estrogénica.
Esle producto se ha utilizado empiricamente por los criadores de chinchiilas (Eryomis
laniger) para indueir la maduracion de la piel. Sin embargo, la dosis utilizada es la
misma que la recomendada en ovejas (12 mg /animal), sin tomar en cuenta la cnorme
diferencia de peso existente entre ambas especies. La finalidad del presente estudio fue
determinar Jos cambios histolégicos qu;: ocurren en el utero de chinchillas implantadas
con Zeranol por via subcutinea a la dosis de 12 mg/animal. Se utilizaron 30 animales
con los que se formaron 4 grupos; dos de hembras virgenes de 12 a 15 meses de edad y
dos de hembras de 24 a 30 meses de edad con partos previos. Cada grupo de animales
virgenes y no virgenes a los que se les administro el zeranol tuvieron su respectivo
grupo control. Después del sacrificio se obtuvieron fragmentos de Gtero para su
procesamiento histoldgico. En los animales tratados los hallazgos mis relevantes fueron
un incremento notable en las dimensiones del drgano, congestion vascular intensa en la
lamina propia y ¢n ¢l miometrio, numerosas células cpiteliales en mitosis o apoplosis y
desarrollo intenso de las glindulas endometriales en la mayoria de los animales. Por otro
lado, en el endometrio de los animales no tratados no se obscrvaron cambios vasculares

similares a tos del grupo tratado.




Los resuliados obtenidos indican que el zeranol induce en el ditero cambios vasculares y
tisulares caracteristicos de una accién estrogénica intensa, lo que probablemente implica

ta accion de este compuesto a través de los receptores a estrogenos.




INTRODUCCION

Los anabdlicos son substancias que favorecen el desarrollo de los tejidos del
animal o promueven una disminucién de las vias catabélicas mediante la activacion de
procesos bioquimicos.(T)

Ej zeranol es un anabolico natural no esteroide semisintético, cuya estructura
quimica corresponde a una familia de compuestos quimicos caracterizados a finales de
los aiios 50's. denominados lactonas del acido resorcilico, que se encuentra en la
naturaleza como un fitoestrogeno producido por ¢l hongo del maiz Gibberella zeae
(2.3.4).

Se han sintetizado aproximadamente 130 derivados de las lactonas del acido
resorcilico, al derivado que resultd tener la maxima activida(_i anabolica se fe llamé
Zeranol, el cual es el principio activo del agente promotor del crecimiento conocido
comercialmente como ralgro (Mallinckrodt Veterinary Inc) (2,3).

El ralgro es un compuesto quimico que ha sido bien aceptado por los ganaderos
ya que se utiliza con el proposito de incrementar el potencial productivo de carne en ci
ganado y es de facil aplicacién a través de implantes tanto en machos como en hembras
de diversas edades (2).

El Zeranol y sus metabolitos son excretados en forma libre 0 como conjugados
glucurdnicos y sulfonados. Lo anterior ha sido verificado en estudios efectuados cn
bovinos implantados con Zeranol marcado con tritio en los cuales se determiné que la
climinacién del 10 al 20 % de 1a radioactividad se detecta en la orina durante un periodo
de 65 a 90 dias (3).

Por otro lado. en €l mismo lapso de tiempo se climina hasta un 45 % del

producto por heces . A nivel de tejidos las tasas mas altas del producto se detecta en un




lapso de 5 a 10 dias, con niveles maximos de 8 ppb en higado, 2 ppb en nifidn, 0.5 ppb
en grasa y 0.2 ppb en misculo (2).

El aparato reproductor de la chinchilla esta constituido por dos ovarios. dos
tubas uterinas flexuosas, dos cuernos uterinos y un cuerpe bipartido que finaliza en un
cuello en forma de dos ductos muy pequefios, comunicando con la vagina.

La vagina termina independiente de¢ la uretra en una hendidura exterior
transversa situada entre el ano y 1a papila uretral {(Greano piramidal). dicha hendidura se
encuentra sellada por un tapén mucoso cuando la hembra no estd en celo (5.6, 7).

La morfologia dcl iitero es regulada en gran parte por la secrecion ovarica de los
estrogenos y la progesterona. Bajo la influencia de estas hormonas cl Otero experimenta
cambios histologicos necesarios para realizar sus funciones. Entre tas modificaciones
inducidas por los estrogenos destacan las de tipo vascular, como son: aumento de la
permeabilidad vascular, aumento del peso humedo uterino y eosinofilia uterina (8). La
edematizacion que presenta el miometrio y el endometrio durante el proestro y ¢l estro
coincide con ¢! maximo desarrollo folicular y en consecuencia con los niveles maximos
de estrorenos. dichos cambios son similares a los observados dorante el nrocesn
inNamatorio (9,10, 11).

Existen evidencias experimentales que indican que en los cambios morfologicos
observados en el atero por la accion estrogénica participan las células cebadas, dado que
altos niveles de estrégenos inducen la degranulacion de estas células con ¢! aumento
consecuente de histamina a nivel tisular (12).

Asimismo, cuando los estrogenos se inyectan en ¢l lumen uterino de rata induce
un incremento en ¢l contenido de agua y vasodilatacion, dichos cambios corresponden a
los observados en la respuesta temprana no gendmica inducida por los estrogenos 4

horas posteriores a su administracion (11,13, 8}




El Zerano! actiia a nivel del eje hipotalamo-hipofisiario , sobre los receptores a
estrigenos € induce una disminucion en la secrecion de gonadotropinas. Este compuesto
actia de manera compeltitiva con los esteroides estrogénicos ya que se ha reportado gue
cn los monos, la oveja y en el hombre tiene afinidad por los receptores intracelulares de
esirogenos, esta actividad estrogeno-mimélica es la responsable de que el zeranol tenga
una funcidn antiponadotropica (2).

Estudios encaminados a probar la estrogenicidad del Zeranol demostraron que su
efecto es notoriamente menor que ¢l del dietilestilbestrol (DES) y estradiol,
obscrvandose que se requieren 2 500 veces mas de ralgro que de DES en ratones y 2 000
veces mis en ratas para producir el mismo electo estrogénico que ¢l producido con el
DES. Respecto al estradiol, éste resulté 1000 veces mas estrogénico que el ralgro (2, 3).

La literatura comercial (3) de los laboratorios que producen este compuesto,
reporta que ¢l ralgro no es una hormona y de acuerdo a diversos informes técnicos se
trata de un producto sepuro y no téxico para los animales y para las personas que

consumen la carne procedente de los mismos.




JUSTIFICACION

Los criadores de chinchilla han utilizado al Zeranol de manrera empirica para
estimular a Jos foliculos pilosos y a los estratos celulares de fa picl con ¢l fin de obtener
una capa de pelo uniforme y de buena calidad., en consecuencia, el principal objetivo al
implantar chinchillas con ralgro es tograr una mejor maduracion de la piel en un periodo
corto (1, 14).

De acuerdo a lo informado por los laboratorios comerciales que sintetizan el
producto ralgro (3}, hasta el momento no se conocen los posibles cambios que induzca
este compuestro sobre la organizacién histolégica de érganos blanco a la accion
cslrégénica, por lo que es necesario evatuar ¢! efecto que tiene la dosis de 12 mg/animal

sobre la estructura histoldgica del atero.




OBIETIVOS
1. Evaluar los cambios histoldgicos que ocurren en el dtero de chinchillas piberes

tratadas con Zeranol, administrado por via subcutdnca, a una dosis de 12 mg/animal.

HIPOTESIS
Dado que la dosis de Zeranol wilizada en forma empirica para implantar
chinchillas es ta misma que la recomendada para ovinos {12 mg/animal) y tomando en
cuenta Ja diferencia de peso que existe entrc ambas especies (0.7 Kg. V8 30 Kg), cs
probable que esia concentracign resulte excesiva para dicho roedor, no obstante su
elevada tasa metabolica {13}, pudiendo generar cambios merfofuncienales que podrian

ser observados en el dtero.




OBJETIVOS
1. Evaluar los cambios histologicos que ocurren en el utero de chinchillas puberes

wratadas con Zeranol. administrado por via subcutdnea, a una dosis de 12 mg/animal.

HIPOTESIS
Dado que la dosis de Zeranol utilizada en forma cmpirica para implantar
chinchillas es 1a misma que la recomendada para ovinos {12 mg/animal) y tomando en
cuenta la diferencia de peso que exisie entre ambas especies (0.7 Kg. VS 30 Kg), cs
probable que esta concentracion resulie excesiva para dicho roedor, no obstante su
elevada tasa metabélica (13), pudiendo generar cambios morfofuncionales que podrian

ser observados en el atero.




MATERIAL Y METODOS

Se utilizarén 30 chinchillas (Eryomis laniger) paberes, clinicamente sanas,
provenientes de un criadero comercial ubicado al sur de la Ciudad de México,
mantenidas en jaulas individuales e intcgradas en baterias de 30 jaulas y alimentadas
con un producto comercial para conejo a razon de 40 gfanimal/dia y agua ad libitun.
Los anmimales se dividierén en cuatro grnipos:

a) 10 animales virgenes con edad entre 12 y 13 meses, tratados.

b) 10 animales con edad entre 24 a 30 meses, con partos previos, tratados.

¢) 5 animales virgenes con edad entre 12 y 15 meses. sin tratamiento.

d) 5 animales con edad entrc 24 a 30 meses, con partos previos, sin tratamiento.

Los animales de los grupos a y b se implantarén por via subcutinea en la base de
la orcja a razén de 12 mg de Zeranol/ animal, par lo cual se utilizé un aplicador de
pellets Ral-O-Gun,

Sc revisaron semanalmente los animales tralados y no tratados con el fin de

detectar a aqueltos gue lograron la maduracién de la capa de pelo, a partir de los 15 dias

rn 3 : mtanidn hante aesenlatae 0 dlan oaas b bbb e mmeem Yo
nncterineac 4 to imelontacidn hootz comploinr 00 Q000 pOSt UTISERTRIS, UROGES

literatura comercial reporta que este producto se mantienc active hasia los 3 meses. Los
animales del grupo testigo y experimental que no lograron la maduracion de la capa de
pelo fueron sacrificados al cumplirse los 90 dias post-tratamicnlo.

El criterio a seguir para determinar Ja maduracion de la capa de pelo consislio cn
revisar las capas en forma de banda, las cuales deben observarse al mismo nivel y en
forma circular después de impulsar aire sobre un punte dade de la piel. revisando los
costados. ¢l dorso y de mancra especial ¢l cucllo. por ser esta zona la ultima en madurar.
Las capas o bandas en la chinchilla sc reconocen de la siguiente manera: a) Capa

concéntrica de mayor longitud y color gris oscuro, que nace del foliculo; b) Capa blanca




contigua a la primera, menor o igual a 0.5 cm de longitud y <) Punta del pelo, de color
negro briltante (3, 6).

Los animales que lograron la maduracién de su pelo se sacrificaron mediante
una descarga elécirica colocando electrodos (previamente mojados) en la mucosa oral y
anal, inmediatamente se obtuvo e! ttero completo y se fijo en formol salino durante 24
horas. Posteriormente se tomaron fragmentos de 1 ¢cm del dtero los que se procesaron
conforme el méiodo de inclusion en parafina (16). Se efectuarén cortes de seis pm de
grosor v se liicron con hematoxilina/cosina y tricrémica de Masson para observar la
organizacion histolégica gencral del drgano y con acido peryédico de Schiff (PAS) para
evaluar el estado secretorio del utero (16). Los resullados de la evaluacion histologica se

presentan por medio de cuadros y figuras.
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RESULTADOS
Animales tratados
A. Animales virgenes de 12 a 15 meses de edad

Al examen histoldgico de los cortes se observé que las glandulas endometriales
se encontraban sumamente desarrolladas; por otro lado, la limina epitelial presenté
caracleristicas de cilindrico simple a pseudoestratificado asi’ como numerosas células en
proceso de mitosis y apopldsis,

Un hallazgo constante consistio en la presencia de congestion intensa en los
vasos sanguineos de la lamina propia y del estralo vascular del miométrio, asi como
infiitracion abundante de linfocitos.

En todos lo cortes se observé abundante liquido edematoso en la luz del érgano.
lo que generé aumento considerable en el volimen de los cuernos uterinos. situacion
que no se observé en ninguno de los drganos cstudiados de los animales no traiados.

La capa muscular del érgano mostré desarrollo mederado de la capa circular ¥ en
algunos casos un engrosamicnto muy marcado de la capa longitudinal (estrato

subserosn) fmadra 7 v Finurac 4 s L
B. Animales de 24 a 30 meses de edad con partos previos

Macroscopicamente el didmetro total del drgano fue noloriamente mayor al
observado en las hembras de esta edad no implantadas, llegando a ser de hasta 4.5 a 5

campos microscépicos. (figura 9)
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En el epitelio de revestimiento y glandular se observaron numerosas células en
proceso de mitosis y apoptosis.

En este grupo de animales se enconlrd como caracteristica relevante intenso
desarrolle de las glandulas endometriales. En algunos cases en ciertas zonas del corte
las glindulas fueron pequeias lo que probablemente se debié al proceso edematoso
abundante prescente €n la luz. Asimismo se observaron numerosos linfocitos, neutréfilos
y cosinéfilos cn la ldmina propia de tejido conjuntivo asi como entre las dos capas del
miométrio. En todas las muesiras analizadas se observé marcada congestion vascular.

(cuadro 2 y figura 6)
Animales no tratados
C. Animales virgenes de 12 a 15 meses de edad

En estos ammales se observd uwn desarrollo mederado de las glandulas
endometriales y el cpitelio de revestimiento fue de cilindrico simple a
pseudoestratificado. En las células del epitelio uterine no se observaron figuras
mitdlicas ni apopidticas lo que coincide con ¢! moderado desarrotlo glandular
endometrial. En ninguna de las muestiras analizadas hubo hemeorragias ni procesos de
necrdsis. Respecio al mioméirio no sc observd en este ningan cambio morfoldgico de
importancia. En todas las muestras revisadas sc enconird abundante infiltracion
linfocitaria. {cuadro 2 y figuras 1,2,7 y 8)

D. Amimales de 24 a 30 meses de edad con partos previos

El desarrollo glandular endometrial fue moderado y las células epiteliales fueron

del ipo cilindrico simple. En el mioméirio se observé cierio engrosamiento de ka capa

cirenlar (estrato submucoso) adyacente a la ldmina propia.
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Cabe mencionar que en los dos grupos de animales no traiados sc observo en la
lamina propia de tcjido conjuntivo [a presencia de abundantes linfocitos y leucocilos,

muchos de ellos hacia la luz del érgano. {cuadro 2 y figura 3)
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DISCUSION

Se han propuesto 4 mecanismos de regulacion del crecimiento del epitelio
uterino: 1) protiferacién celular; 2) migracion celular; 3) diferenciacion y 4) pérdida por
descamacion y muerte {(17). Conti sostiene la hipotesis que los estrogenos modifican la
cinética de las células del epitelio endometrial. Este proceso consiste en la migracion de
las células glandulares hacia el Kimen. El efecto estrogénico se manifiesta por la
disminucién en el rango de pérdida de Ias células luminales.

Por otro lado. es bien conocido el efecto de los estrogenos sobre el aumento del
peso himedo del atero durante la fase estrogénica del ciclo estral (18) y su efeclo
inductor de Ta maduracién de las gidndulas endometriales

De acuerdo a experimentos realizados ¢n la concja el efecto estrogénico del
Zeranol sobre las glandulas endometriales sc pudo observar en los cortes histologicas
obtenidos de los dos grupos de animales tratados del presente estudio. En ambos grupos
se observé un desarrollo importante de dichas glindulas y en ocasiones acompaiiado de
proyecciones de la mucosa endometrial.

Por otro lado, es bicn conocido que los estrégenos incrementan ¢l Nujo
sanguinco uterino (8). Estc hecho sugicre quc ¢l proceso de edematizacidn intenso
obscrvado en las chinchillas implantadas (nuliparas y con parlos previos) pucde deberse
a un incremento en el aporte sanguineo a este drgano. Este hallazgo constituye una

evidencia importante del efecto estrogénico del Zeranol.

En roedores la administracion de estrogenos induce una rapida infiltracion
aterina de leucocitos (10). En dicho fendmeno de migracion ocurren interacciones
complejas cntre varios tipos celulares e involucra no solo el transito leucocitario sino

también su aclivacién y la sintesis concomitante de diversos mediadores solubles como




14

las citocinas. Estas moléculas de naturaleza proteica participan en la comunicacién
intercelular durante el proceso inflamatorio (1 9)

En el presente estudio se observé infiltracion de leucocitos tanto en la limina
propia como en el tejido conjuntivo localizado enire las capas del miométrio. Esta
infiltracién estuvo dada principalmente por linfocitos y en menor cantidad por
ncutsofilos y eosinofilos, hallazge que se observd en los dos rangos de ecdad
considerados en ¢l presente estudio tanto en los animales implantados como no
implantados. por lo que es probable que se trate de una ruta natural de migracion de
estas células ya que muchas se orientan hacia la luz uterina. Resulta importante destacar
la predominancia de linfocitos, sin embargo hasta el momento no se conocen a plenitud
las posibles implicaciones fisiologicas que tenga dicha infiltracién linfocitaria a nivel
uterino.

Los resultados obtenidos del presente estudio aportan una fuerte evidencia
respecto a la accién estropénica del zeranol sobre el tejido uterino de la chinchiila. Lo
anterior abre la necesidad de revisar los efectos que pudiera inducir este compuesto a
nIvel USULAT €N 148 ESPECics Ut dbasto €1 iud QUE 3C iz i anabiu, D insen ox
que si bién se han efectuado estudios de toxicidad aguda en difercntes modelos animales
de experimentacion, no se puede descartar que existan concenlraciones residuales del
producto ¢n los tejidos que puedan constituir un riesgo dec salud poblica al ser

consumidos por la poblacién humana.
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CUADRO No.1: ALGUNAS CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

DE LA CHINCHILLA (Eryomis laniger)
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Largo

Peso de la hembra
Longitud de la cola
Vertebras caudales
Orejas

Geslacion

Crias por parto
Lengevidad

Estro en dias

Ciclo estral

NDeacimdn lnnbmmi e

lPeso al nacer

30 cm
500-600g
13 cm
23
4 cm
111 dias
1.98
10 - 12 Afos
2-3
28 - 35 promedio 30 dias
4 2 mocac

35-57g
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FIGURA 1: Micrografia panordmica del dtero de un animal vir
gen, no implantado, de 12-15 meses de edad. Se
observa: endometrio(E), miometrio(M), perimetrio

observan las glandulas endometriales(G}, el epi
telic de revestimiento(E) y la l38mina propia (L)
sin cambios histopatoldgicos aparentes. A.125x
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FIGURA 3: Utero de un animal no implantado, con partos pre-
vios, de 2 afios de edad.Se observa: endometrio(E]},
miometrio (M), perimetrio(P) y vasos sanguineos
congestionados (V). Aumento 31.25x

FIGURA 4: Utero de una hembra de 12-15 meses de edad,implan-
tada con zeranol. Se observa una disminucidn marca
da de la lémina propia(L) y ausencia de glindulas
endometriales; miometrio(M). Aumento 125
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FIGURA 5: Endometrio(E) y miometrio{M) de una hembra de 12-15
meses de edad, implantada con zeranol, en la gue

se observa congestidni{C), edewa{E},linfocitos(Li}
y epitelio seudoestratificado($). Aumento 125x

de un animal de 2 anos de edad, epitelio de reves
timiento seudoestratificado($), l&mina propia(L)
y miometrio (M). Aumento 125x . Animal implantado.
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FIGURA 7: Micrografia del miometrio (M) y perimetrio (P) de
una hembra de 12-15 meses de edad, no implantada.
Aumento 125x
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FIGURA B: Micrografia del Gtero de una hembra de 12-15 pe-

ses de edad, no implantada, en el gue se distin-
gue: endemetrio con gran cantidad de linfocitos
(L), miometrioc (M) y perimetrio (P).Aumento 125x
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FIGURA 9: Apariencia macroscdpica de Gteros de chinchilla:
implantada {izquierda) y no implantada (derecha).





