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Zeranol y metabolitos urinarios
de zearalenona en bovinos para carne

SALVAT, A.E.}; COMERIO, R.M.#; BALBUENA, O%; ROSELLO BRAJOVICH, J.E. ?; RICCA, A.% ROJAS, D.3;
CRISTOS, D.%; RONCO, S.%; SALERNO, J.C.°

RESUMEN

El noreste argentino es, por sus caracteristicas geograficas y ambientales, una regiéon con fuerte poten-
cial para la actividad ganadera. Los rodeos vacunos de esta zona tienen como base alimenticia pastizales
y pasturas mejoradas, las que suelen suplementarse con granos, fuentes proteicas y reservas en forma de
rollos o silaje. Estos alimentos son sustratos ricos para que especies de hongos produzcan micotoxinas como
zearalenona (ZEA). ElI consumo de ZEA por los animales hace que se excreten diferentes metabolitos en
orina entre los que se encuentra el zeranol. Por su parte, la presencia de zeranol en orina es utilizada como
indicador del uso indebido de promotores de crecimiento que se hallan prohibidos en el pais. El objetivo de
este trabajo fue analizar los metabolitos relacionados con la ZEA excretados en la orina de novillos segun
los siguientes tratamientos: alimentacién con un concentrado de ZEA, exposicién a la aplicaciéon de zeranol
inyectable y accion simultanea de alimentacion con un concentrado de ZEA mas exposicion a la aplicacion de
zeranol inyectable. Se presentan los perfiles de metabolitos excretados en orina y su evolucién en el tiempo.
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ABSTRACT

The northern east Argentinean region is, on the basis of its geographic and environmental features, an area
with a strong growing cattle potential. Supplementation of natural feeding with protein sources and silage cons-
titutes a usual practice. The feeding supplements supports fungal growth and subsequent micotoxins evolve-
ment as well. Production of zearalenone (ZEA) is particularly relevant because, among its related metabolites
excreted in urine there is the zeranol. The zeranol presence in urine is strongly regulated by Argentinean law
because it is considered an indicator of forbidden growing promoters using. The objective of the present work
was to analyze the ZEA related metabolites excreted in urine of cows exposed to ZEA and/or zeranol in three
ways: ZEA concentrated feeding, zeranol injection, and a combined exposure to ZEA concentrate feeding plus
zeranol injection. The urine ZEA metabolites profiles and their time evolvement are given.
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INTRODUCCION

El nordeste argentino (NEA) es la segunda zona gana-
dera de la Argentina representada con el 19% del stock de
bovinos del pais. Los sistemas productivos predominantes
son la cria y el ciclo completo. La produccion de ganado
para carne se realiza mayoritariamente sobre campo natu-
ral y, en menor medida, sobre pasturas cultivadas. La ali-
mentacion es complementada con suplementos y mas re-
cientemente con forrajes conservados. En campos de esta
zona, también se producen novillos pesados para expor-
tacion cuyo destino es la Union Europea, por lo cual estos
establecimientos se encuentran inscriptos en un registro.

La contaminacion con hongos pertenecientes al género
Fusarium con capacidad para producir diferentes micotoxi-
nas como la zearalenona (ZEA) fue hallada en diferentes
recursos forrajeros de la region (Ramirez, 2013; Salvat et
al., 2013a). Esta micotoxina y sus metabolitos son respon-
sables de varios desordenes reproductivos en mamiferos
que incluyen infertilidad, interferencias en la ovulacion, im-
plantacion y desarrollo fetal, hiperestrogenismo, etc. (Smith
y Moss, 1985; EFSA, 2004; Zinedine et al., 2007). El efec-
to toxico y la degradacién de la ZEA varian segun sea la
especie animal. Los bovinos degradan la ZEA mayorita-
riamente a B-zearalenol y en menor grado a a-zearalenol
junto a otros metabolitos como zeranol, taleranol y zeara-
lanona, en cambio en los cerdos la degradacién mayor es
a a-zearalenol (Malekinejad et al., 2006; Fink-Gremmels et
al., 2007; Zinedine et al., 2007 ).

Numerosos paises utilizan libremente, dentro de una
practica productiva, formulaciones sintéticas denominadas
anabdlicos cuyo principio activo es el zeranol. En nuestro
pais, el uso de este promotor de crecimiento se encuentra
prohibido al igual que en la Unién Europea. Debido a esta
prohibicion, como indicador de su administracion ilegal en
los animales, se investiga la presencia de zeranol en orina.
En relacién con el tema, en ocasiones, se han generado
controversias de tipo legal (Erasmuson et al., 1994, Kleino-
va et al., 2002; Reed et al., 2004). Distintas publicaciones
dan cuenta de la presencia de zeranol en orina cuando los
animales son alimentados con pasturas conteniendo zea-
ralenona (Erasmuson et al., 1994; Kennedy et al., 1995,
Towers et al., 1995a; Towers et al., 1995b; Miles et al.,
1996; Launay et al., 2004; Thevis et al., 2011). Por otra par-
te, Kleinova et al. (2002) establecieron que si se realiza un
analisis del perfil metabdlico en orina de animales tratados
con ZEA e implantes de zeranol, se puede distinguir entre
la ingesta natural de ZEAy la aplicacion de zeranol en bo-
vinos. Dichos perfiles metabdlicos no han sido estudiados
y descriptos aun en la Argentina.

El objetivo de este trabajo fue establecer las relaciones
cuali-cuantitativas en funcion del tiempo descriptas por la
excrecion de metabolitos en orina de bovinos del NEA se-
gun los siguientes tratamientos: alimentacion con un con-
centrado de ZEA, exposicion a la aplicacion de zeranol
inyectable y a la accion simultanea de alimentacion con
un concentrado de ZEA mas exposicion a la aplicacion de
zeranol inyectable.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron un total de 7 novillos con un peso promedio
de 186 + 16 kg alojados e identificados en corrales indivi-
duales de 10 m? en la EEA Colonia Benitez, Chaco. Estos
se dividieron en 4 grupos de 2 animales por tratamiento,
excepto el tratamiento 4 (zeranol + zearalenona) en el que
se utilizé solo 1 animal. Durante los 21 dias de duracion del
estudio, todas las mafianas se alimento a los animales con
las distintas mezclas especialmente formuladas para cada
uno de los tratamientos y, ademas, se les suministré heno,
paja de arroz y agua ad libitum.

Dieta base

La dieta base consistié en una mezcla de heno de paja
de arroz y expeller de girasol cuyo contenido de ZEA fue de
33 pg/kg. Los animales correspondientes a los tratamientos
con ZEA recibieron 1,6% del peso vivo de heno de paja de
arroz y 0,73% del peso vivo de expeller de girasol, mas un
concentrado conteniendo ZEA. Por su parte, los animales
del grupo control y los correspondientes al tratamiento de
zeranol inyectable recibieron 1,93 y 0,76% del peso vivo de
heno de paja de arroz y expeller de girasol respectivamente.

Concentrado de zearalenona

Se prepard un alimento fortificado con ZEA. La toxina
se produjo sobre granos de arroz previamente humectados
y esterilizados en autoclave. El arroz (150 g) se depositd
en frascos de vidrio de 1,5 litros de capacidad al que se
adicionaron 150 ml de agua destilada; el arroz humectado
se esterilizé en autoclave (120 °C, 20 minutos). Para inocu-
lar el arroz se utilizaron 34 cepas de Fusarium semitectum
productoras del ZEA correspondientes a las muestras A4,
A5, B2, B6 y C3 (pasturas provenientes de Chaco) aisla-
das en 2011 y 2012 (Salvat et al., 2013a). Dichas cepas
se sembraron en agar sintético pobre en nutrientes (SNA)
preparado segin Gams et al. 1987 y se incubaron durante
14 dias a 25 °C. Cada frasco de arroz humectado estéril se
sembré con tres trozos de 1 cm de cada cultivo en SNA.
Se sembraron 3 frascos por cepa y se incubaron durante
un mes a 28 °C. Finalmente, se esterilizaron en autoclave
y se conservaron a -20 °C hasta su analisis. La determina-
cion de la ZEA en el arroz contaminado se realizé median-
te ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) Ridascreen®Fast
Zearalenon (RBiopharm—Alemania) y se confirmd por
HPLC-FLD (Waters Alliance System). El arroz contamina-
do obtenido se molid y se realizé una mezcla con harina de
maiz hasta una concentracion 2 mg ZEA/Kg.

Tratamientos
Los animales se sometieron a cuatro tratamientos:

1. Tratamiento control: alimentados con la dieta base
(Animales Ay B).

2.Tratamiento zearalenona: alimentados con la dieta
base + concentrado con ZEA (Animales C y D).
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3. Tratamiento zeranol: alimentados con la dieta base +
aplicacion zeranol (Animales E y F).

4. Tratamiento zeranol + zearalenona: Alimentado con
la dieta base + concentrado con ZEA + aplicacion ze-
ranol (Animal G).

Dosis de exposicion a zearalenona

Los animales correspondientes a los tratamientos 2 y 4
fueron alimentados con 0,5 kg del concentrado de zeara-
lenona (1 mg de ZEA/dia) desde el primer al quinto dia
inclusive. A partir del dia 6 y hasta el dia 16 recibieron 1 kg
del concentrado de zearalenona (2 mg de ZEA/dia). El dia
17 se suspendio la oferta del concentrado de zearalenona.

Dosis de zeranol inyectable

Desde el primer dia del ensayo se aplico a los animales
correspondientes a los tratamientos 3 y 4 una dosis de 40
mg de zeranol/animal (zeranol al 1% “Overgrow” inyectable
subcutaneo). El zeranol fue producido y cedido por el Labo-
ratorio Over, provincia de Santa Fe, Argentina.

Toma de muestras

El ensayo se desarroll6 durante 21 dias. Las muestras
de orina se tomaron por la manana los dias 1, 7, 10, 15
y 21. Dichas muestras se mantuvieron a -20 °C hasta su
posterior analisis en HPLC.

Determinaciéon de metabolitos

Previo a la extraccion de los metabolitos, las muestras
de orina fueron hidrolizadas con 500 UE de la enzima
B-Glucuronidasa de Helix pomatia tipo HP2 (Sigma Aldrich
San Luis, MO, EE.UU.) a 37-40 °C durante la noche. La ex-
traccion de zearalenona, a-zearalenol, B-zearalenol, zera-
nol, taleranol, zearalanona se realizé con Ter-butilmetil-eter.
La fase etérea se evaporé mediante flujo de nitrégeno, mien-
tras que la fase acuosa se resuspendié en metanol:agua

(1:9) grado HPLC. El extracto se purificd con un cartucho
SPE NEXUS WCX (3 cc/60 mg, Agilent Technologies Palo
Alto, CA, EE.UU.). El extracto purificado fue analizado por
HPLC-MS/MS (LTQ-XL Linear lon Trap Thermo, San José,
CA, EE.UU.), mediante el modo de ionizacion ESI negativo.
Los limites de deteccion y cuantificacion del método fueron
0,003 pgllitro y 0,01pg/litro respectivamente (Cristos et. al.,
2014). Los estandares y solventes utilizados se adquirieron
en Sigma Aldrich (San Luis, MO, EE.UU.) y Carlo Erba Rea-
gents (Cornaredo, MI, Italia), respectivamente.

RESULTADOS

Se determind la presencia de ZEAy sus metabolitos rela-
cionados en la orina de todos los animales correspondien-
tes a los diferentes tratamientos. Con el objeto de obtener
un panorama de la excrecion total durante el periodo del
ensayo, se calcularon las sumas de las concentraciones
detectadas para cada analito en la orina de cada animal.
Para el control y los dos primeros tratamientos se realizo el
promedio de lo excretado por ambos animales utilizados.
El tratamiento zeranol + zearalenona esta representado
por los resultados correspondientes a un solo animal. La
tabla 1 resume los resultados mencionados y los presenta
segun el tratamiento realizado.

Con la finalidad de explorar la cinética de eliminacién de
ZEA en orina, se realizaron para los tratamientos 2, 3 y 4,
curvas que representan los perfiles temporales de la excre-
cion total de ZEA y sus metabolitos relacionados (figuras 1,
2y 4). A continuacioén se discuten los resultados obtenidos
para cada tratamiento en particular.

Tratamiento control

Se observé la presencia de los metabolitos relacionados
con ZEA, no obstante, se hallaron en baja concentracion
(tabla 1). Este hecho reflejaria la dificultad de obtener ali-
mentos totalmente libres de ZEA para alimentar el ganado.

Metabolitos
zearalenona a-zearalenol [(-zearalenol zeranol taleranol  zearalanona
Media 2,01 0,72 2,93 0,30 0,03 0,95
1. Control i
Desvio 2,09 0,98 3,80 0,03 0,01 087
n Estandar
2 Media 15,28 5,39 36,30 2,41 0,19 3,26
c
Qo  2.ZEA Desvio
= Estandar 7,23 2,75 16,76 1,49 0,10 1,73
©
§ Media 0,25 0,04 0,94 4,75 0,44 3,75
= 3. Zeranol T
Desvio 0,30 0,00 0,47 4,04 0,34 2,72
Estandar
4. Zeranol +ZEA Media 19,06 5,86 24,60 6,63 0,25 5,85

Tabla 1. Promedio de la suma total excretada de ZEA y metabolitos relacionados (ug/l) segun los tratamientos: control (n=2), zearalenona
(ZEA) (n=2), zeranol (n=2). En el tratamiento zeranol + ZEA (n=1) se representa la suma total excretada. Sumatoria de cinco muestras

por animal (dias 1, 7, 10, 15y 20).
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Tratamiento zearalenona

La ZEA, que fue suministrada a dosis crecientes en
este tratamiento, se excretd mayoritariamente como
B-zearalenol (36,30 pg/l), zearalenona (15,28 ug/l) y
a-zearalenol (5,39 ug/l); mientras que el zeranol y talera-
nol se detectaron en una concentracion de 2,41y 0,19 ugl/l
respectivamente (tabla 1). En cuanto a la evolucion de la
excrecion de ZEA y sus metabolitos, se pudo observar un
incremento de la concentracion al inicio de la administra-
cion de la ZEA principalmente durante los dias 7 y 15. Los
valores de las concentraciones disminuyeron notablemen-
te sobre todo a partir del dia 16 cuando se retir6 el concen-
trado de zearalenona (figura 1).

25 4
20 A
15 A

10 A

Concentracion (ug/l)

Dias

ZEA —®—B-ZEA —A—Zeranol —<Taleranol |

Figura 1. Perfil temporal de excrecion total de ZEA y sus meta-
bolitos relacionados para el grupo de animales alimentado con el
concentrado de zearalenona.

Tratamiento zeranol inyectable

En este grupo se produjo un aumento en la concentra-
cion de zeranol y taleranol (4,75 y 0,44 ug/l) en compa-
racion con el grupo de animales que solamente fueron
alimentados con ZEA. En cambio, la excrecion de zeara-
lenona (0,25 ug/l) fue menor en relacion con el grupo ali-
mentado con ZEA (15,28 ug/l). Con respecto a los restan-
tes metabolitos, los valores hallados de a y B zearalenol
(0,04 y 0,94 g/l respectivamente) resultaron mas bajos
inclusive que los del grupo control (tabla 1). En la figura 2
se puede observar, como fue el incremento en los niveles
de concentracion de zeranol y taleranol luego de la apli-
cacion del anabdlico al inicio del ensayo. Se observa un
aumento progresivo del zeranol y taleranol desde el dia 1
y hasta el dia 7 con un pico maximo de excrecién durante
el dia 10, luego de lo cual, se produce una disminucién
sostenida de ambos metabolitos hasta el final del ensayo.
La figura 4 presenta los cromatogramas de la orina obte-
nida de los animales expuestos a zeranol inyectable el dia
10 del ensayo.
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Figura 2. Perfil temporal de excrecion total de ZEA y sus metabo-
litos relacionados para el grupo de animales inyectado con 40 mg
de zeranol.

Tratamiento zeranol inyectable + zearalenona

En cuanto al perfil de los metabolitos que se detectaron en
el animal que fue expuesto al zeranol inyectable y a la alimen-
tacion con dosis crecientes de ZEA, se pudo observar un au-
mento en la concentracién del zeranol excretado (6,63 ug/l)
respecto a lo hallado en el grupo expuesto a ZEA (2,41 ug/l)
y al grupo inyectado con zeranol (4,75 ug/l). En cambio, la
concentracion del taleranol (0,25 pg/l) fue un 25% mas bajo
que el grupo tratado con zeranol inyectable, pero un 60%
mayor a lo que se detectd en el grupo expuesto a ZEA (ta-
bla 1). Se pudo observar el incremento de las concentracio-
nes de ZEA, B-zearalenol y zeranol al inicio del ensayo y el
séptimo dia, para decaer en forma abrupta el décimo dia.
Luego el dia 15, se produjo un incremento en las concen-
traciones de manera similar a lo ocurrido en el tratamiento
de ZEA, pero con un leve aumento a favor del metabolito
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Figura 3. Perfil temporal de excrecion total de ZEA y sus metabo-
litos relacionados para el grupo de animales inyectado con 40 mg
de zeranol + concentrado de zearalenona.
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Figura 4. Cromatogramas de la orina relacionada con los animales E y F pertenecientes al tratamiento de zeranol inyectable; analisis co-
rrespondiente al dia 10 del ensayo. La transicion 317>273 corresponde al metabolito zearalenona (1). La transicién 319>275 corresponde
a los metabolitos: zearalanona (4), a-zearalenol (3) y B-zearalenol (2). La transiciéon 321>277 corresponde a los metabolitos zeranol (6)
y taleranol (5). En E2 y F1 no se observan picos cuantificables para los tiempos de retencién vinculados con -zearalenol y zearalenona

respectivamente.

AA: integrado por el equipo, MA: integrado por el operador, RT: tiempo de retencion.

zeranol. Del mismo modo que en los otros tratamientos, el
resto de los metabolitos disminuyeron notablemente luego
del dia 15 (figura 3) a excepcion del B-zearalenol (figura 2)
que invierte esta tendencia y aumenta.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el presente estudio se obtuvieron perfiles de los meta-
bolitos excretados en la orina de bovinos y su evolucion en
el tiempo, resultando particularmente interesante el hecho de
que el zeranol no se excreta continuamente en concentra-
ciones elevadas, sino que se excreta mayoritariamente solo
durante determinadas ventanas temporales. EI metabolito
B-zearalenol fue excretado en mayor cantidad por los anima-
les expuestos al consumo de ZEA, mientras que en los inyec-
tados con zeranol la excresion mayoritaria consistié en zeranol

y taleranol. Estos resultados son coincidentes con lo referido
por otros autores que realizaron ensayos similares (Metzer et
al., 2010; Kleinova et al., 2002; Malekinejad et al., 2006).

Resulta oportuno mencionar que los niveles de ZEA que
han sido detectados en pasturas y alimentos utilizados en
el engorde de novillos en trabajos anteriores (Salvat et al.,
2013a) fueron variables (ND-577,62 ug/kg) y ademas, de-
pendientes de las condiciones climaticas (Moschini, comu-
nicacion personal). Por otra parte, se observaron aumentos
significativos (hasta 6278,47 ug/kg) en las concentraciones
de ZEA de las pasturas y alimentos durante los meses de
invierno (Salvat, 2013b). De acuerdo con esta informacion,
los animales en condiciones productivas podrian estar ex-
puestos al consumo de dosis de ZEA mas elevadas que
las utilizadas en el presente trabajo. Consecuentemente,
la deteccion de ciertos niveles de zeranol en la orina de los
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rodeos encontraria explicaciéon a través de la contamina-
cion natural de los piensos con ZEA.

Las curvas de excrecion evidenciaron incrementos y des-
censos acentuados. Esta particularidad podria atribuirse a
factores como el diferente grado de hidratacion de los ani-
males al momento de tomar la muestra o a su distinta capa-
cidad para eliminar los xenobidticos en orina. Cabe destacar
la importancia de realizar nuevos ensayos que incluyan un
mayor numero de animales por tratamiento, como asi tam-
bién la determinacion de la concentracion de creatinina con-
comitante para estandarizar los resultados de concentracion
urinaria de ZEA'y los restantes metabolitos.

El presente estudio puso énfasis en asemejar las condi-
ciones que se pueden presentar en el ambito productivo y
pone de relieve la conveniencia de profundizar el tema con
nuevos estudios que complementen la informacién hasta
aqui alcanzada.
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