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INTRODUCCION

La chinchilla es un roedor endémico en Chile (Mella et al., 2002) perteneciente a la familia
chinchillidae dentro de la cual existen 4 géneros: Dinomys, Chinchilla, Lagidium y
Lagostomus. Lagidium y Lagostomus son conocidos como vizcachas (Galaz, 2005). Dentro
del género Chinchilla se reconocen dos especies de chinchillas: Chinchilla lanigera y
Chinchilla brevicaudata (Busso et al., 2012).

En Chile, Chinchilla lanigera es criada en cautiverio para su uso en la industria peletera
(Holzer y Lara, 2004). Entre las cualidades del pelaje de la chinchilla destacan: pelo que
alcanza una longitud de 2,5 cm. en promedio, con una sedosidad inimitable y una alta
densidad ya que produce desde 20 a 80 pelos por foliculo piloso. Estas caracteristicas la
convierten en una especie de gran valor para la industria peletera (Badillo et al., 1999). La
obtencion de pieles de alta calidad es el objetivo de todo productor peletero, razén por la
cual se utilizan anabdlicos para asegurar tanto calidad como mayor tasa de crecimiento del
pelaje. Ademas, la utilizacion de anabdlicos permite disminuir los costos de mantencion de

los animales que, sin la aplicacion del producto, tardan mayor tiempo en madurar su pelaje.

En la Chinchilla lanigera el crecimiento del pelo tarda aproximadamente 4 meses en
alcanzar su maduracion (Toso et al., 1999). De manera empirica los criadores de chinchillas
utilizan implantes de Zeranol (Ralgro ®") con el propésito de inducir estimulacién de los
foliculos pilosos, asi como de los estratos celulares de la piel, logrando por esta via reducir
el tiempo de maduracién del pelaje para la obtencion de un acabado uniforme (Figueroa et
al., 2001). Por otra parte, la administracion de estos implantes permite el crecimiento
integral del animal independiente de la época en que alcance su maduracion, aumentando
asi el crecimiento del pelo (Badillo et al., 1999). Esto debido a que el Zeranol no sélo
estimula el crecimiento del pelo sino que ademéas aumenta la sintesis proteica, mejorando

asi la conversion del alimento (Toso et al., 1999).

! Ralgro: Implante promotor del crecimiento para ganado, fabricado por laboratorio
MSD ANIMAL HEALTH, Bogota, Colombia.



El Zeranol no tendria unicamente un efecto sobre el crecimiento del pelo. También se
describen efectos relacionados con el aumento de la produccién de glucocorticoides a nivel
de corteza adrenal, por estimulacion directa de este tejido, o en forma indirecta, al
incrementar la liberacion de la hormona adrenocorticotrofica (ACTH), que estimula el
anabolismo y regula el metabolismo basal, asi como la actividad de la glandula tiroides. Es
por esto que existiria un incremento de la secrecion de la hormona estimulante de la tiroides
que posiblemente desplaza a los glucocorticoides de su receptor celular, con lo cual elimina

su efecto catabdlico (Toso et al., 1999).

Estudios realizados en terneros y ratas con aplicacion Unica de Zeranol (Riquelme, 1983;
Shidaifat et al., 2013), demuestran la existencia de alteraciones permanentes en el
desarrollo de dérganos sexuales, mediada principalmente como producto de degeneracion
testicular. El dafio sobre el epitelio seminifero en ratas se ha relacionado con la accion
supresora del Zeranol sobre la transcripcion de enzimas que participan en la biosintesis de
testosterona por las células de Leydig (Shidaifat et al., 2013).

En el caso de las chinchillas implantadas se esperarian efectos similares a los reportados en
ratas. Es por esto que se propone describir los efectos del Zeranol sobre caracteristicas
testiculares, macroscépicas y microscépicas, de chinchillas implantadas con la finalidad de
mejorar la calidad del pelaje.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 36 chinchillas (Chinchilla lanigera) machos sexualmente maduros, de entre 9
y 36 meses de edad, clinicamente sanos. Todos los individuos se mantuvieron en cautiverio
bajo iguales condiciones de manejo (ciclos de luz de 12 horas, humedad 55%, T° 20°
Celsius, alimentacion alfalfa y pellet de alimentos Cisternas). Nueve individuos fueron
mantenidos sin implantes de Zeranol como grupo control y 27 individuos fueron tratados
con la hormona a dosis total de 6 mg por una vez, administrada via implante subcutaneo en

la base de la cola entre los 10 y 18 meses de edad.



Informacion Individual

Cada chinchilla posee un registro individual de informacion, el cual contiene el nimero de
registro, peso al nacimiento, peso al destete, peso al sacrificio, fecha de nacimiento, fecha

de implante de Zeranol y fecha de sacrificio.

Obtencion de muestras

Las muestras fueron obtenidas durante la rutina normal de trabajo del criadero. El sacrificio
de las chinchillas fue realizada por el criador, utilizando electronarcosis como método de
insensibilizacion y posteriormente dislocacion cervical. Los cadaveres fueron recuperados y
trasladados a la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.
Las necropsias de los animales fueron realizadas en el Departamento de Patologia Animal,
procedimiento mediante el cual los testiculos fueron recuperados y mantenidos en

formalina para su posterior procesamiento.

Caracteristicas macroscopicas.

A los animales se les removieron ambos testiculos, para determinar las diferencias
macroscopicas del desarrollo testicular. Se registr6 el peso, largo, ancho y la medicién del
perimetro de cada testiculo. Ademas se estimé el peso corporal al momento del sacrificio

de cada animal con lo cual se determiné el indice Organo-Somatico (10S):

10S(%) = %xmo

Donde:
PT: Peso testicular en gramos.

PC: Peso corporal en gramos.



Caracteristicas microscopicas

Una vez concluidas las mediciones macroscopicas, se realizd un corte sagital a los
testiculos dividiendo el érgano en dos. Los testiculos cortados fueron incluidos en una
solucion de formalina al 3,7% y mantenidos en esta solucion por al menos 24 horas. Una
vez medidos, los testiculos se procesaron con una técnica histoldgica rutinaria descrita por
Lynch et al. (1972) que consta de: inclusion en parafina, cortes de 5 micras de grosor de
aproximadamente 3 secciones por testiculo, tincion con Hematoxilina-Eosina (H-E) y

Acido Peryodico-Schiff-Hematoxilina (PASH), para apreciar la morfologia general del

tejido y diferenciar los distintos tipos celulares.

De las caracteristicas microscopicas se registro:

a) Diametro en micrémetros. de cortes transversales de 10 tubulos seminiferos (al

azar) de cada testiculo.

b) Cantidad de espermatidas elongadas del borde apical de los tibulos en estadios 5, 6

yT.

c) La cantidad de espermatidas fue evaluada de manera porcentual con respecto al
grupo control. Para esto se realizd un conteo de las espermatidas del grupo control
asignando el 100% a la mayor cantidad de espermatidas promedio de este grupo (el
conteo se realiz6 en 10 tabulos por cada individuo) y en base a este 100% se otorgd
un porcentaje al conteo de espermatidas del grupo tratado de acuerdo a la

metodologia empleada por Campion et al. (2013). La clasificacién semi-cuantitativa

del nimero de espermétidas se muestra en la Tabla 1y 2.

Tabla 1. Evaluacién semi-cuantitativa de la cantidad de espermatidas utilizada para la
evaluacion de la histologia testicular en chinchillas tratadas con Zenarol y controles.

Cantidad de Espermatidas Puntaje
0-25% del control 0
26-50% del control. 1
51-70% del control. 2
71-100% del control 3




Tabla 2. Descripcion de los cambios visualizados a nivel histologico de acuerdo al puntaje
asignado para la evaluacion semi-cuantitativa en testiculos de chinchillas tratadas con
Zenarol y controles.

Puntaje Conteo Descripcion
Espermatidas

Pérdida de gran parte del epitelio seminifero. Se

observan células de Sértoli con citoplasma de aspecto

vacuolar. Se aprecian s6lo algunas espermatogonias,

pero no se logran ver estadios primarios o secundarios

de espermatocitos, ni espermatidas en el extremo apical

f del epitelio seminifero. ElI lumen del tdbulo se
encuentra en su mayor parte vacio.

Se logra ver la estructura del epitelio seminifero, con
células de Sértoli en su parte basal, espermatogonias y
muy pocos espermatocitos 1, no es posible visualizar
bien espermatocitos 2, y las espermétidas elongadas
casi no estdn presentes. En el lumen se logra ver un
material proteinaceo en baja cantidad.

Estructura normal del epitelio seminifero con toda su
linea germinal, se ven células de Sértoli,
espermatogonias, espermatocitos 1 y 2 pero existe un
desarrollo medio de la cantidad de espermatidas
elongadas a nivel de la parte apical del epitelio. El
lumen es mas estrecho, ya que el material proteindceo
ocupa mas espacio.

®#] Estructura normal del epitelio seminifero con toda su
; linea germinal desde la membrana basal del tabulo
=34 hacia el borde apical se visualizan en primer lugar
4 células de Sértoli, espermatogonias, espermatocitos 1 y
2 culminando con normalidad en la cantidad de
§ esperméatidas elongadas, ademas de un lumen casi
& inexistente.

Normas de Bioética

El proyecto cuenta con la aprobacion del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias

Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.



Andlisis estadistico

Todas las variables continuas (peso, circunferencia, volumen, didmetro tubular) fueron
analizadas a través de una Prueba T de Student para dos muestras. Las variables semi-
cuantitativas (cantidad de espermatidas elongadas en estadios 5, 6 y 7 de 10 tabulos al azar)
fueron evaluadas por métodos no paramétricos a través de la prueba de U de Mann-
Whitney. Para ambas pruebas se utilizd el programa estadistico Statistix 8.0 ®.

Se consideré como significativo un valor de p<0,05 para todas las pruebas estadisticas.

RESULTADOS

Los resultados de este estudio muestran que la exposicién a Zeranol produce cambios
significativos en los individuos tratados respecto del grupo control. En la Tabla 3 se
observa la existencia de diferencias significativas para las variables del individuo edad de

sacrificio y peso de sacrificio (p<0,05).

Tabla 3. Resumen de los valores promedios y rangos para las variables individuales
determinadas en testiculos de chinchillas tratadas con Zenarol (n=9) y controles (n=27).

Variables Grupo Control n=9 | Grupo tratado n= 27 | P T/W
Edad sacrificio (dias) 371,77 (284-532)*  [538,03 (350-735)° 0,0009 |[75,5
Peso Nacimiento (gr) |47,94(40-75)% 56,48(41-83) 0,340 [-0,99
Peso destete (gr) 261(219-352)° 271,4(162-398)° 0,339 [0,99
Peso sacrificio (gr) 563,875(514-656)" | 631,96(528-757)" 0,023 |-2,58

Superindices distintos (letras a, b) denotan diferencias significativas (p<0,05) entre grupos para cada variable.

T= prueba de t-student, W= prueba de medianas.

Al analizar las variables testiculares macroscépicas, se observo que el peso, largo, ancho y
perimetro, ademas del 10S mostraron diferencias significativas (p<0,05), al ser comparadas

con el grupo control (Tabla 3).



Tabla 4. Resumen de los valores promedios y rangos para las variables macroscépicas
testiculares en en testiculos de chinchillas tratadas con Zenarol (n=9) y controles (n=27).

Valor de la
] Grupo tratado
Variables Grupo Control n=9| P prueba
n=28 W/T
Peso testicular (gr) 3,01(2,05-3,8) ® 1,75(2,15-4,05)° [ 0,0005 | 263
Largo testicular (mm) |2,03(2,4-1,82) 1,53(0,96-2,2)° [0,0003]265
Ancho testicular (mm) [1,26(1,1-1,49)* 1,07(0,7-2,2)° [0,019 |252
Perimetro testicular 0,00 5,10
(mm) 4,07(3,5-4,5) 3,22(4,5-2,1)°
10S 0,54(0,34-0,67)* 0,28(0,13-0,63)°|0,001 |273

Letras distintas corresponden a diferencias significativas (p<0,05) entre grupos para cada variable.T= prueba
de t-student, W= prueba de medianas

Tabla 5. Clasificacién de las chinchillas (nUmero y porcentaje) de acuerdo a su puntaje de
conteo de espermatidas, en testiculos de chinchillas tratadas con Zenarol (n=9) y controles

(n=27).

Puntaje’ Grupo Control Grupo Tratado
0 0 (0%) 16 (59,3%)

1 1(11,1) 7 (25,9%)

2 1(11,1) 2 (7,4%)

3 7 (77,7%) 0 (0%)

*Puntaje descrito en Tabla 2.

La cuantificacion de espermatidas presentada en la Tabla 4, muestra una gran disminucion
del nimero de estas en el grupo tratado, estando la mayoria de los individuos (59,3%) en el
puntaje 0 y ninguno en con puntaje 3. Para el grupo control la mayoria de las chinchillas se

clasificaron en el puntaje 3 (77,7 %) sin presentarse individuos con puntaje 0.
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Con respecto a las caracteristicas microscopicas en especial el didmetro de los tubulos
seminiferos difiere entre el grupo tratado y control (p<0,05), esto se muestra en Figura 1.
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Figura 1. Promedio de diametro tubular (um) en testiculos de chinchillas tratadas con

Zenarol (n=9) y controles (n=27)

DISCUSION

En el presente estudio se determiné que la administracion de Zeranol en chinchillas tiene
manifestaciones a nivel testicular, las que se evidencian macroscépicamente a través de la
diminucion del tamafio, largo y ancho de los testiculos de individuos tratados. Ademas, en
estos individuos se determino una disminucion del didmetro de los tabulos seminiferos y
del conteo de espermatidas en el estudio histopatolégico. No existe informacion con
respecto al efecto del Zeranol a nivel testicular en chinchillas, es por esto que el objetivo
principal de este estudio fue determinar los cambios que ocurren a nivel testicular en
individuos tratados con Zeranol respecto a individuos no tratados. Los resultados de este
estudio corresponden a un primer acercamiento a los efectos del Zeranol en chinchillas,
permitiendo visualizar cambios macroscopicos y microscopicos en los individuos tratados y

sus diferencias con el grupo control.



En relacidn a las caracteristicas de las chinchillas incluidas en el estudio no se encontraron
diferencias significativas entre el grupo control y tratado en los pesos al nacimiento y
pesos al destete (Tabla 3). Esto era esperable ya que a ambas edades ningun individuo habia
sido tratado con Zeranol y por otra parte demuestra la homogeneidad de los animales
criados por el productor. Si se registraron diferencias significativas en el peso al sacrificio,
ya que los individuos tratados presentaron pesos al sacrificio significativamente mas altos
que los individuos del grupo control (Tabla 3). Dichas diferencias se explican por el efecto
anabdlico del Zeranol, el cual aumenta la sintesis de nitrogeno favoreciendo el desarrollo de
los tejidos del animal, efecto que también se ha reportado en especies como ovinos,
bovinos y ratas (Sinnett-Smith et al., 1983; Toso et al., 1999; Yang et al., 2007).

A pesar que aumentos en la ganancia de peso de los animales no corresponde al efecto
principal del Zeranol buscado por los criadores peleteros, si favorece la calidad de sus
productos, ya que individuos mas grandes generan pieles de mayor tamafio, con lo cual
pueden aumentar el precio de venta ya que este es por unidad. Por otra parte el Zeranol
promueve el crecimiento del pelo existente, pero no promueve el desarrollo de nuevos
foliculos. Esto significa que si el animal posee zonas sin pelo, el Zeranol no actia en la
zona alopécica pero si en la zona con pelo, ayudando a que este crezca en un tiempo menor
al habitual. Esta caracteristica del Zeranol resulta en que los individuos implantados posean

mayor grosor de la piel y mayor densidad del pelo (Badillo et al., 1999).

Las diferencias en las edades al sacrificio encontradas en el presente estudio, siendo estas
significativamente mayores en el grupo tratado (Tabla 3), podrian deberse a que la
chinchilla doméstica guarda caracteristicas de su vida salvaje tal como la caida estacional
del pelo, siendo en invierno cuando la calidad del pelo alcanza su maximo de densidad
(Badillo et al., 1999), y momento Optimo para obtener pieles de mejor calidad. Existen
individuos que no logran desarrollar una optima calidad de pelo a la edad de 10-12 meses
(edad de sacrificio), por lo que los productores optan por aplicar Zeranol en estos
individuos, acelerando asi el crecimiento y evitando esperar un nuevo ciclo completo de
crecimiento del pelo, si no mas bien un par de meses, resultando en individuos de mayor

edad al momento del sacrificio.



En relacion a las caracteristicas testiculares macroscopicas, todas presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (Tabla 4) es decir, los individuos tratados
presentaron testiculos de menor tamario (peso, largo, ancho y circunferencia testicular) que
aquellos del grupo control. Estos resultados pueden relacionarse al efecto que se le otorga
al Zeranol. En este sentido se han postulado diversas teorias respecto al mecanismo de
accion del Zeranol a nivel testicular. Estudios postulan que el mecanismo de accion del
Zeranol podria estar basado en un efecto supresor sobre la transcripcion de enzimas que
participan en la biosintesis de testosterona por las celulas de Leydig, especificamente por
disminucion de la expresion de la proteina P450scc (desmolasa) (Yang et al., 2007). La
proteina P450scc es un tipo de enzima perteneciente al grupo de las P450 que tiene como
objetivo cortar la cadena lateral de 6 carbonos del colesterol, dando origen a &cido
isocaproico y pregnelonona (Diaz, 2004). Por lo tanto el Zeranol al bloguear esta via estaria
disminuyendo la sintesis de testosterona evitando el desarrollo normal de los testiculos
ademas de su funcionalidad. Por otra parte estudios recientes (Shidaifat et al., 2013) le
otorgan al Zeranol similitudes estructurales y funcionales a los estrogenos naturales y
sintéticos, lo cual podria explicar su efecto. Estos resultados provienen de ensayos de union
a receptores, los cuales revelan que el Zeranol tiene una fuerte afinidad de unién a los
receptores de estrogeno o y PB, exhibiendo una potencia similar a la del 17 B-estradiol
(Shidaifat et al., 2013).

En el presente estudio el efecto adverso del Zeranol se evidencié microscopicamente a
nivel tubular (Figura 1), observandose una disminucion del didmetro tubular en el grupo
tratado. Esto se corresponde con el dafio a nivel del epitelio seminifero mostrado en la
Tabla 5, donde la mayor parte del grupo tratado se ubica en el puntaje 0. Este puntaje
comprende tubulos con ausencia de todo el epitelio seminifero a excepcion de algunas
espermatogonias y células de Sértoli. Al existir una menor poblacién celular y en
consecuencia un lumen sin células es posible que esta desorganizacion lleve a disminucion

del diametro del lumen.

En estudios realizados en bovinos tratados con Zeranol, los animales presentaron tabulos
seminiferos severamente afectados, la mayor alteracién producida fue la falta de desarrollo

tubular (disminucion del diametro tubular) con detencion del ciclo espermatogénico,
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ademas de disminucion de las células de la linea germinal y vacuolizacion citoplasmatica
intraepitelial (Riquelme, 1983). Estos cambios microscépicos coinciden con aquellos
observados en ratas maduras tratadas con Zeranol, en las cuales se registro atrofia de los
tubulos seminiferos, Iimenes desprovistos de espermatozoides por la interrupcion de la
espermatogénesis, ademas de disminucién de la testosterona sérica (Shidaifat et al., 2013).
Si bien el presente estudio coincide con estudios anteriores con respecto al efecto del
Zeranol en otras especies, en chinchilla no existen estudios a nivel de marcadores celulares
que demuestren el efecto sobre la sintesis de testosterona por las células de Leydig o la
afinidad por los receptores de estrdgeno que demuestran otros estudios cientificos. Sin
embargo se puede inferir que el Zeranol presentaria en chinchillas mecanismos de accion
similares a los descritos en estudios realizados en ratas debido a que los cambios

observados se asemejan (Yang et al., 2007).

A pesar que en estos animales, al ser productos terminales, no reviste mayor importancia
las anormalidades del desarrollo testicular, si es importante evaluar su uso en individuos
con fines reproductivos, ya que los cambios vistos a nivel microscopico (ausencia de

espermatidas, espermatocitos 1 y 2) no permitirian la reproduccion del individuo.

CONCLUSION

Los resultados del presente estudio confirman que el uso de implantes de Zeranol en
chinchillas resulta en cambios similares a aquellos reportados para otras especies. El
Zeranol es un potente destructor de la integridad estructural del testiculo en chinchillas,
siendo el presente estudio el primero en describir el dafio a nivel histolégico y

macroscopico en esta especie.
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