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Abstract

In order to determine histologic changes in the uterus of Zearalenol subcutaneously implanted chinchillas
(Eryomis laniger) (12 mg/animal), 30 animals divided in two groups were used. One group included virgin
females (12-15 months old), and the other one, adult females (24-30 months old). Each group was treated with
Zearalenol with a corresponding control ones. Animals were sacrificed, and the uterus was immediately
separated for histological analyses. Studies revealed that Zearalenol induces an intense vascular congestion
in the endometrium resulting in important changes in the histological organization of the uterus. Increase in
the organ size, abundant mitosis or apoptosis in epithelial cells and extensive proliferation of endometrial
glands in the older animals was evident. The uterus of control animals did not show vascular changes similar
to the treated ones. Mitosis and apoptosis processes were observed in 20% of non treated animals (24-30
months old) .
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Resumen

El propdsito del presente estudio fue evaluar el efecto del zeranol sobre la estructura histolégica del Gtero
de chinchillas implantadas con este compuesto por via subcutanea a dosis de 12 mg/animal. Se utilizaron
30 chinchillas con las que se formaron dos grupos, uno de hembras virgenes de 12 a 15 meses de edad y otro
de hembrasadultas de 24 a 30 meses de edad, con partos previos. Cada uno de estos grupos tuvo su respectivo
testigo. Los animales fueron sacrificados y se obtuvieron fragmentos de Utero para efectuar su evaluacion
histolégica. En los animales implantados, de ambas edades, los hallazgos mas relevantes fueron aumento de
dos a tres veces las dimensiones del Gtero (determinado en campos microscépicos), congestidn vascular en
lalamina propiay en el miometrio. Asimismo, se observaron células epiteliales en mitosis o apoptosis en los
animales implantados de 12 a 15 meses de edad, mientras que en las hembras con edad de 24 a 30 meses se
identificaron de cuatro a cinco veces mas células mitoticas o apoptoticas, respectivamente, en las hembras
implantadas en relacién con las no implantadas; se cuantificé un mayor nimero de glandulas endometriales
en la mayoria de los animales implantados de ambas edades . En el endometrio de los animales no
implantados no se observé congestion vascular y sélo en 20% de los animales de 24 a 30 meses de edad se
observ6 mitosis 0 apoptosis. Estos resultados demuestran que el zeranol a dosis de 12 mg/animal induce en
el Gtero de las chinchillas jévenes y adultas, cambios en los &mbitos vascular y tisular, caracteristicos de un
estado estrogénico predominante.
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Introduccion

El zeranol o zearalenona constituye un anabdlico
natural no esteroide semisintético. Su estructura
quimica corresponde a la familia de compuestos
quimicos denominados lactonas del &cido resorcilico,
gue se encuentra en la naturaleza como un
fitoestrogeno producido por el hongo del maiz
Gibberella zeae.!®

El zeranol constituye el principio activo del agente
promotor del crecimiento ralgro.*? Este compuesto
es utilizado en diferentes paises con el propésito de
incrementar la ganancia de peso en el ganado y se
administra a través de implantes tanto en machos
como en hembras.!?

De manera empirica los criadores de chinchillas
(Eryomis laniger) utilizan los implantes de ralgro conel
propésito de inducir la estimulacién de los foliculos
pilosos, asi como de los estratos celulares de la piel. De
esta manera logran disminuir el tiempo de madura-
cion del pelaje e inducir un “acabado” uniforme.*¢ Sin
embargo, la dosis empleada en esta especie es similar
a la que se utiliza en la oveja (12 mg/animal), no
obstante la enorme diferencia de peso corporal que
existe entre ambas especies.’

La morfologia del Utero es regulada en gran parte
por la secrecién ovérica de los estrégenos y la
progesterona. Bajo la influencia de estas hormonas, el
Utero experimentalos cambios histolégicos necesarios
para realizar sus funciones. Entre las modificaciones
inducidas por los estrégenos destacan las de tipo
vascular, como son el aumento de la permeabilidad
vascular y del peso humedo uterino.® Durante el
proestroy estro, el endometrio experimenta un proce-
so de edematizacion que coincide con el maximo desa-
rrollo de los foliculos ovaricos, acompafiado de nive-
les maximos de estrégenos.®12

Se ha informado sobre la afinidad relativa de la
zearalenonapor losreceptores aestrégenosenel Gtero
ytubasuterinasde cerday rata.’*'* Hace poco Medlock
etal.**informaronsobre los efectos de los fitoestrogenos
sobre el crecimiento y desarrollo del Gtero de las ratas
en etapa neonatal.

Hasta el momento no se ha estudiado el efecto del
zeranol sobre la estructura histolégica de los compo-
nentes del tracto genital femenino de lachinchilla, por
lo que el presente estudio se planteé como objetivo
evaluar el efecto del implante de zeranol (12 mg/
animal) sobre la estructura histolégica del Gtero de
chinchillas jévenes y adultas.

* Mallincrodt Veterinary®.
** Conejina Purina®.
*** Ral-O-Gun®.

T Zeiss.

Material y métodos

Se utilizaron 30 chinchillas (Eryomis laniger) puberes,
provenientes de un criadero comercial ubicado al sur
de la ciudad de México, que fueron mantenidas en
jaulas individuales y alimentadas con un concentrado
comercial,** a razon de 40 g/animal/dia y agua ad
libitum. Con base en los registros del criador, los ani-
males utilizados en el presente estudio no presentaron
ningun trastorno clinico durante su desarrolloy conta-
ban con una condicién corporal adecuada a su edad al
momento del experimento.

Seformarondosgrupos: a) Animalesvirgenesde 12
y 15 meses de edad (n = 10), y b) animales de 24 a 30
meses de edad con partos previos (n = 10). Los anima-
les de ambos grupos fueron implantados por via sub-
cutanea en la base de la oreja con una dosis de 12 mg
dezeranol/animal, mediante el uso de unaplicador.***
Cada grupo tuvo su testigo correspondiente sin im-
plantar (n =5).

A partir del dia 15 posterior a la implantacién se
revisaron cada ocho dias los animales tratados y no
tratados con el fin de identificar a aquellos que logra-
ron lamaduracion de lacapadel pelo. Con base en que
la literatura comercial notifica que este producto se
mantiene activo hasta los tres meses,* la revision de la
capa de pelo se efectud hasta el dia 90 postratamiento.

El criterio que se siguid paradeterminar lamadura-
cionde lacapadel peloconsistid enrevisar las capasen
forma de banda, estas uGltimas deben observarse en
circunstancias similares y en forma circular después
de impulsar aire sobre un punto especifico de la piel,
se revisan los costados, el dorso y, de manera especial,
el cuello, pues esta zona es la Gltima en madurar.>151

Después de que los animales lograron la madura-
cion del pelo, el criador utilizé6 como método de sacri-
ficio una descarga eléctrica que consiste en colocar
electrodos en las mucosas oral y anal. Este método lo
utilizan los criadores argumentando que de esta ma-
nera no se afecta la calidad del pelaje.

Inmediatamente después del sacrificio se obtuvo el
Utero completo y se le fijé en formalina amortiguada
salina durante 24 horas. De manera ulterior se toma-
ron dos fragmentos de 0.5 cm?® de la porcion media de
cada cuerno uterino, y se procesaron conforme el
método de inclusion en parafina.l” Se efectuaron cor-
tes de 6 mm de grosor y se tifieron con hematoxilina/
eosinay tricromica de Masson con el fin de observar la
organizacion histoldgica general del 6rgano.” La eva-
luacion histolégica se llevo acabo por una personacon
el fin de evitar imprecisiones dadas por diferencias de
apreciacion. Para este proposito se utilizo el objetivo
de 40X de un microscopio foténicot (aumento total de
400 X) y el didametro uterino se estimo con el objetivo
panoramico (3.2X).



En los cortes se evaluaron: El didmetro uterino
(determinado en nimero de campos microscopicos
ocupados por el 6rgano con el objetivo panoramico,
3.2X), el tipo de epitelio (cilindrico simple o bien
cilindrico seudoestratificado), el nimero de célulasen
mitosis 0 apoptosis (expresadas como promedio de
mitosis o apoptosis por cada 1 000 células epiteliales
cuantificadas por animal), el nimero de glandulas
endometriales cortadas transversalmente presentes
en 10 campos histoldgicos al azar por animal, la pre-
sencia de linfocitos, neutrofilos y eosinofilos en una
area rectangular de 20 por 40 um (40 mediciones por
animal), para este fin se utiliz6 una reticula ocular
micrométrico (Zeiss 19), asi como la presencia de
congestion vascular,'®® determinada como el nimero
de vasos sanguineos congestionados presentes en 10
campos microscopicos tomados al azar por animal.?

Resultados
Animales de 12 a 15 meses de edad

Las hembras implantadas con zeranol lograron la
maduracion del pelo dos a tres semanas antes que las
noimplantadas. En las conejasimplantadas se observo
a nivel macroscépico un aumento en el diametro del
Utero y contenido edematoso en su interior.
Histologicamente el didmetro uterino de la mayoria
de estos animales (70%) fluctué entre dos y cinco
campos microscopicos, mientras que en los animales
no implantados de la misma edad (60%), oscil6 entre
1y 1.5 campos. La mitad de las hembras implantadas
presentaron epitelio de revestimiento cilindrico sim-
ple y el resto epitelio seudoestratificado (Cuadro 1).

En la mayoria de las muestras analizadas (60%) de
los animales implantados el promedio de glandulas
endometriales/10 campos/animal fue mayor en rela-
cion con los no implantados (8.4 + 2.6 y 5.7 + 2.1,
respectivamente) y estuvo acompafiado de proyeccio-
nes de la mucosa endometrial, no obstante el escaso
numero de células en mitosis (3.7 + 1.2/100 células) o
apoptosis (2.4 = 0.9/1 000 células) presentes en el
epitelio luminal. Contrariamente a lo anterior, en los
animales no implantados no se observo presencia de
mitosis ni apoptosis (Cuadro 1).

Un hallazgo que resulté muy interesante fue que en
la totalidad de los animales implantados y no implan-
tados de ambas edades se observé presencia de
linfocitos en la lamina propia. Para el caso de las
hembras implantadas y no implantadas de esta edad
se obtuvieron valores de 5.45 + 1.03/area/animal y
4.60 + 1.26/area/animal, respectivamente. Los
neutrdéfilos y eosindfilos se observaron Ginicamente de
manera ocasional, por lo que no se llevé a cabo una
cuantificacién precisa.

Por otro lado, en la mitad de las hembras implanta-
dasseencontroenlaldaminapropiaunpromediode7.8
vasos sanguineos congestionados en 10 campos mi-
croscépicos/animal (Cuadro 1). Cabe mencionar que
en cuatro de estos animales (40%) hubo presencia de
hemorragia, lo que en ninglin momento se observo en
los animales no implantados (Figura 1).

Animales de 24 a 30 meses de edad

De manera similar al grupo de hembras jévenes (de
12a15meses deedad) lasconejasimplantadas lograron
una semana antes la maduracion del pelo, en relacién
con las no implantadas, por lo que el efecto del zeranol
no fue tan notorio. En 70 % de los animales implantados
el didametro uterino fluctué entre dos y cuatro campos
microscépicos, mientrasqueenlosanimales noimplan-
tados fue de 1 a 1.5 campos (Cuadro 2).

Mas de la mitad (60%) de los animales implantados
presentaron un epitelio cilindrico simple y el resto
seudoestratificado. En las hembras no implantadas la
totalidad presenté epitelio cilindrico simple.

Se observé en 90% de los animales implantados un
promedio de células epiteliales luminales en mitosis
cuatroveces mayor enrelaciénconlos noimplantados
(17.8 £ 3.1/1 000 células y 4.6 = 1.9/1 000 células);
mientras que la apoptosis se observé en 40% de los
animales implantadosy el promedio fue aproximada-
mente de cinco veces mayor que en los no implantados
(11.4 £ 2.9 /71 000 células y 2.11 £ 1.2 /1 000 células,
respectivamente). La células en mitosis o apoptosis
solo se distinguié en 20% de los animales no implanta-
dos (Cuadro 2).

El promedio de glandulas endometriales en corte
transversal fue mayor en 70% de los animales implan-
tados (9.2 + 3.6/10 campos/animal) que en los no
implantados (7.1 £ 2.5 /10 campos/animal).

L

Figura 1. Utero de hembraimplantada con zeranol, de 12 a 15 meses
de edad. Presencia de congestion (C), edema (e), linfocitos (Li) y de
epitelio seudoestratificado (S). Endometrio (E) y miometrio (M).
Barra = 100 pm.
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De manera similar a lo encontrado en las hembras
de 12 a 15 meses de edad en estos animales el nUmero
de linfocitos por unidad de area fue semejante en los
animales implantados (4.85 + 1.34) y no implantados
(5.33 = 1.50) en la lamina propia de tejido conjuntivo
(Cuadro 2). De igual manera a los animales de 12 a 15
meses de edad, los neutroéfilosy eosindéfilos se observa-
ron ocasionalmente es este grupo.

Se distinguid congestion vascular en la lamina propia
del endometrio de las conejas implantadas en una pro-
porcién similar (7.0 vasos congestionados/10 campos/
animal) aladel grupode 12 a 15 meses. Dicha congestion
no se observé en las hembras no implantadas.

Discusion

Enlashembrasimplantadascon zeranol lamadura-
cion del pelo se logré en un menor tiempo en relacion

Cuadrol
HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN EL UTERO DE CHINCHILLAS
PUBERES (Eryomis laniger) IMPLANTADAS CON ZERANOL
(12 mg/ animal) Y NO IMPLANTADAS
ANIMALES DE 12 A 15 MESES DE EDAD

Grupo
Animales Animales no
implantados implantados
Parametro evaluado * X+D.E. * X+D.E.
Diametro uterino 2-5 campos 1-1.5campos
microscopicos  microscopicos
(7/10)* (3/5)*
Epitelio cilindrico simple (5710)* (3/5)*
Epiteliocilindrico-
seudoestratificado (5/10)* (2/5)*
Mitosis en epitelio luminal/
1000 células/animal 3.7+£1.2(3/10)* Ausente
Apoptosis en epitelio
luminal/1000células/animal  2.4+0.9 (2/10)* Ausente

Glandulasendometriales/10

campos/animal. 8.4+26(6/10)* 57+21(2/5)*

Linfocitos/unidad de area

en lamina propia 5.4+1.03(10/10)* 4.6+1.2(5/5)*

Congestion vascular (vasos
sanguineos congestionados/

10campos/animal). 7.8+1.7 (5/10)* Ausente

* Animales en los que se encontré el parametro indicado en
relacion con el total.
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con las no implantadas en ambos grupos de edad, este
efecto fue mas relevante en las conejas jovenes que en
las adultas, estos resultados son consistentes con los
hallazgos descritos en un trabajo previo.t®

Conti et al.* sostienen la hipoétesis de que los
estrogenos modifican la cinética de las células del
epitelio endometrial. Este proceso consiste en la mi-
gracion de las células glandulares hacia el lumen.

Es conocido el efecto de los estrogenos sobre el
aumento del peso himedo del Gtero durante la fase
estrogénica del ciclo estral?? y su efecto inductor de la
maduracion de las glandulas endometriales. En este
sentido, se sabe que cuando los estrégenos se inyectan
enel lumen uterino de rata, se presenta un incremento
de agua y vasodilatacion, dichos cambios correspon-
den a los observados en la respuesta temprana no
genomica producida por los estrégenos.82

De acuerdo con los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio, se observo el efecto estrogénico del
zeranol sobre las glandulas endometriales en los cor-
tes histoldgicos obtenidos de los dos grupos de anima-
les tratados. En ambos grupos se observo un desarro-
llo importante de dichas glandulas, acompafiado de
proyecciones de la mucosa endometrial.

Se sabe que los estrogenos incrementan el flujo san-
guineo uterino? este hecho sugiere que el proceso de
edematizacion observado en las chinchillasimplantadas
esconsecuenciade unincrementoenelaporte sanguineo
de este drgano. Dicho hallazgo constituye unaevidencia
importante del efecto estrogénico del zeranol.

Enroedoreslaadministracion de estrogenosinduce
una rapida infiltracion uterina de leucocitos.”’ En di-
chofendmeno de migracién ocurreninteraccionescom-
plejas entre varios tipos celulares, e involucra no sélo
el trénsito leucocitario sino también se ha observado
su activacion y la sintesis concomitante de diversos
mediadores solubles, como las citocinas. Estas molé-
culas de naturaleza proteinica participan en la comu-
nicacion intercelular durante el proceso inflamatorio®
y en diversos procesos fisiologicos del Utero.2?

Un hallazgo que atrae la atencion en el presente
estudio, es la presencia de leucocitos, tanto en la lami-
napropiacomoeneltejido conjuntivo localizado entre
las capas del miometrio. Esta infiltracion estuvo dada
principalmente por linfocitos y de manera ocasional
por neutrofilos y eosindfilos, lo que se observo en
ambos rangos de edad tanto en los animales implanta-
dos como en los no implantados. Resulta importante
destacar que esta localizacién de los linfocitos también
se ha observado de manera constante en el Gtero de la
cerday cabra.?®

Conrelaciénaloanterior, se sabe queel dietiletilbestrol
(DES) influye sobre la dinamica funcional de las células
de 6rganos de la respuesta inmune como son el timo, la
médula Osea y el bazo de ratones seniles.®



Se ha propuesto que el zeranol actla sobre el eje
hipotalamo-hipofisiario a nivel de los receptores a
estrogenos, con base en lo anterior se piensa que
posiblemente compita por el receptor a estrégenos,
debido a que en la oveja, cerda, rata y mujer tiene
afinidad por losreceptoresintracelularesaestrogenos.
Asimismo, se ha propuesto que estaactividad estroge-
no -miméticaes laresponsable de que el zeranol tenga
una funcion antigonadotrépica.l*®

En el Gtero de ratas neonatas se ha observado
desarrollo y crecimiento de dicho 6érgano después de
laadministracion de fitoestrogenos.** De manerasimi-
lar se ha informado que la administracion de
zearalenona en hembras neonatas de ratones, induce
claros efectos estrogénicos, incluso después de efec-
tuada la ovariectomia y adrenalectomia, lo anterior
refuerza la idea de la union especifica de este com-
puesto con los receptores a estrogenos.®

Cuadro2
HALLAZGOS HISTOLOGICOS EN EL UTERO DE CHINCHILLAS
PUBERES (Eryomis laniger) IMPLANTADAS CON ZERANOL
(12 mg/ animal) Y NO IMPLANTADAS
ANIMALES DE 24 A 30 MESES DE EDAD

Grupo

Animales Animales no
implantados implantados

Parametro evaluado * X+D.E. * X+D.E.
Diametro uterino 2-4 campos 1-1.5campos
microscopicos  microscopicos

(7/10)* (3/5)*

Epitelio cilindrico simple (6/10)* (5/5)*

Epiteliocilindrico-

seudoestratificado (4/10)* Ausente

Mitosis en epitelio luminal/

1000 células/animal 17.8+3.1(9/10)* 4.6+£1.9(1/5)*

Apoptosis en epitelio luminal

/1000 células/animal 11.4+2.9(4/10)* 2.11+1.2(1/5)*

Glandulasendometriales/10

campos/animal 9.2+3.6(7/10)* 7.1+25(2/5)

Linfocitos/unidad de area/
animal.

48+13(10/10)* 53+15(5/5)

Congestion vascular (vasos
sanguineoscongestionados/
10campos/animal).

7.0+1.6(4/10)* Ausente

* Animales en los que se encontré el parametro indicado en
relacion con el total.

Los resultados obtenidos en el presente estudio
aportan una fuerte evidencia respecto de la accién
estrogénica del zeranol sobre el tejido uterino de la
chinchilla, utilizado a la dosis empirica de 12 mg/
animal. Lo anterior permite que se revisen los efectos
gue pudieran inducir este compuesto a nivel tisular,
en las especies de abasto en las que se utiliza como
anabdlico, debido a que pudiera afectar la funcion del
sistema reproductivo.
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