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Abstract

In order to evaluate the histopathological alterations according to two different
clenbuterolhy drochloride (CCL) concentrations, 15 rabbits were randomly separated
into 3 groups in which 0.8 and 16 pg/Kg of CCL respectively (T1 and T2) and for T3
(placebo) 1 gr of sugar were administered in drinking water for 28 days. In days 1, 7,
14, 21 and 28, three ml of blood were with drawn from the marginal vein to collect
serum. In day 28 after blood sampling they were weighed, sacrificed and the necropsy
performed. Liver and heart issue samples were collected in 10% formal in for
histological procedures. CCL detection was performed in blood serum using an ELISA
test (RidascreenClenbuterol FAST®). There were no evident macroscopical alterations
either in the carcassnor in thet issues of the treated rabbits; never theless, in T3 rabbits
there was a greater deposition of fat in the carcasses. Histologically in T2 hearts,
multiple hemorrages, and nuclear pleomorphism and rows of nuclei were observed. In
theliver of T1 and T2, 25 up to 50% of tissue alteration ise videnced, showing mild to
moderate areas of congestion, hydropic degeneration, pyknosis, karyorrhexis and focal
areas of necrosis; in 2/5 rabbits from T2 areas of necrosis, neutrophil and
macrophageinfiltration surrounded by fibroblasts were observed. Only in rabbits from
T1 and T2 CCL levels above detection limit were found from day 7 up to day 28, with a
gradual increase of 3068 to 8100 ppt.

7 Introduccion

El clorhidrato de clenbuterol (CCL)[4-Amino-alfa-[(tert-butylamino) metyl]-3, 5-
diclorobenzil alcohol hidrocloruro], es un farmaco B-agonista del grupo de los B-
adrenergicos, y posee una vida media de accidon prologada, con la particularidad de
almacenarse en higado y rifion, y con un incremento notorio en la sintesis de proteina
muscular (Ramos et al., 2009; Valladares-Carranza et al., 2013).

Para mejorar la conversién alimenticia con un menor costo de produccion y
“mejores” caracteristicas de la canal en las especies de abasto, en diferentes unidades de
produccion animal se ha implementado el uso de B-agonistas adrenérgicos. En México
se ha utilizado el clorhidrato de zilpaterol (Castellanos et al., 2006), y el clorhidrato de
clenbuterol (Valladares-Carranza et al., 2014). Aunque en particular el uso del CCL en
la produccién animal esta prohibido (Geesinket al., 1993; Kuiperet al., 1998; LFSA,
2007; SAGARPA 2000), se continua utilizando de manera irracional, constituyendo un
riesgo en la salud publica (Daubertet al., 2007).

El tiempo de retiro del CCL cuaando se utiliza a una dosis convencional para
mejorar la ganancia de peso y rendimiento de la canal en bovinos es de 4 semanas, sin
embargo en sobredosificaciones se deonoce el tiempo requerido apra que el producto o
subproductos de origen animal sean “inocuos” para el consumidor. No obstante, su uso
terapéutico adecuado en medicina veterinaria no tendria riesgo de intoxicacion, pero
debido a la sobreutilizacion y sobreadministracion hasta el Gltimo momento en los
corrales de engorda del ganado (bovinos, cerdos y aves principalmente), los productos y
subproductos consumibles no garantizan el estar libres de dicha sustancia; el tiempo de
permanencia de 6, 28 y 56 a 60 dias en musculo, rifion e higado respectivamente, son en
el mejor de los casos una cuestion que debe considerarse en inocuidad alimentaria
(Elliotet al., 1995; Ramos et al., 2009).
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Considerando las particularidades que el conejo tiene por su fisiologia y
anatomia, para valorar y conocer la cinética del CCL; y ademés que la carne de conejo
actualmente tiene una demanda importante en el mercado nacional, y que si bien al
igual de lo que ocurre en otra especies de abasto, es factible que en esta se utilice el
CCL, y que pueda repercutir en la salud publica.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la cinética de clorhidrato de
clenbuterol en modelo conejo, asi como las lesiones histoldgicas en los organismos
expuestos, que al valorarlos pueda referir y ser un dato importante a los efectos
producidos, y estos sean similares a lo que pueda ocurrir en los organismos que son
expuestos con mayor frecuencia a esta sustancia, incluso en el hombre.

7.1 Materiales y métodos

Se utiliz6 un modelo bioldgico usando como material de experimentacion 15 conejos
Nueva Zelanda, de 8 semanas de edad (peso aproximado de 1.400 Kg). Se identificaron,
se pesaron y se alojaron individualmente en jaulas comerciales de 40 x 90 x 40 cm,
fueron distribuidos al azar en 3 grupos de tratamiento (T1, T2 y T3), de 5 animales
cada uno.

A los grupos del tratamiento 1 y 2 se le administro CCL en el agua de bebida a
una dosis de 0.8 y 16 pg/Kg de peso respectivamente, y al T3 (grupo control) 1 gr de
azUcar; en los tres grupos el tratamiento fue a diario, por un periodo de 28 dias. Al dia 1
(inicio), 7, 14, 21 y 28 se tomaron 3 mL de sangre de la vena marginal auricular para
colectar el suero de cada muestra, conservandose en congelacion a -8°C hasta su
procesamiento. El dia 28 después de la toma de las muestras sanguineas, se pesaron y
sacrificaron humanitariamente a todos los animales(SAGARPA, 1996). Posteriormente
se realizd la necropsia (Aluja y Constantino, 2002); se tomaron muestras (higado, rifion
y corazon) conservandose en formol al 10% vy se enviaron al laboratorio para su
fijacion en parafina para evaluacion histoldgica.

La deteccion de los niveles de CCL en suero sanguineo se realizd por ELISA
utilizando el kit RidascreenClenbuterolFast®Para el reporte de resultados se utilizo
estadistica descriptiva (cuadros y figuras), considerando las lesiones observadas en los
tejidos; y las concentraciones séricas de CCL.

7.2 Resultados y discusion

En las observaciones macroscépicas realizadas en los conejos de los grupos de
tratamiento T1 y T2, las caracteristicas de la canal y tejidos como son el: higado,
corazén, rifidn no mostraron cambios o lesiones evidentes, salvo que en la canal de los
conejos del T3 se observo una mayor deposicion de grasa. En cuanto al peso de los
diferentes tejidos, se obtuvo un mayor peso promedio del rifién en los conejos del T3
comparativamente con el T1 y T2 a los que se les adicion6 CCL. EIl valor promedio
del rifion de los conejos del T3 fue de 18.48 y el valor mas bajo correspondié al T1 con
15.72 gr. Tambien en cuanto al peso del higado, en el T3 se obtuvo el mayor peso
promedio por grupo con 96.35 gr contrastando con el obtenido del T21 con un peso de
82.31¢r.
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En relacion al peso del corazén el valor promedio por grupo obtenido fue
distinto, en el T2 hubo un mayor peso con 7.92 y el grupo control de 7.07 gr.

Al considerar el incremento tanto de peso y volumen del corazédn de los conejos
del T2, la hipertrofia mostrada pudo estar asociada con el efecto de la sustancia; por lo
que, tanto el grosor y el peso del corazon se debe a la hipertrofia de células musculares;
condicidn similar descrita por Burnistonet al., (2007), en donde refieren que existe una
hipertrofia debida al mayor acimulo y transporte de sustratos al tejido, proceso que
incrementa a su vez el peso y volumen de ciertos tejidos.

En relacion al efecto del CCL y las alteraciones observadas histolégicamente en
tejidos parenquimatosos como el higado y el rifion, la via de administracion refleja un
aspecto importante, en donde el CCL al ser absorbido eficazmente en el tracto
gastrointestinal pasa a la circulacion y a su vez puede depositarse en los tejidos
mencionados, ocasionando cambios estructurales y funcionales debido a las
propiedades de la sustancia (contenido en su estructura de cloro)(Valladares-Carranza
etal., 2013).

El CCL tiene un efecto importante sobre el musculo estriado, y también se
expresa que no es necesaria una dosis muy alta para obtener un efecto marcado
(hipertrofia muscular), ya que por el resultado obtenido por grupo al evaluar el peso de
la canal de los conejos expuestos, en el T1 se obtuvo el mayor peso con 1924.46 +
119.02 gr; mientras que el peso obtenido de la canal para el T2, fue de 1848.80 *
169.90 gr, no observando un efecto adicional mayor al T1.

En las evaluaciones histoldgicas en los diferentes tejidos considerados, las
observaciones mas notorias realizadas fueron, en: corazon: hemorragias maultiples,
pleomorfismo e hileracién nuclear de miocitos en el T2 (Figuras 1, 2 y 3);
contrastando parte de nuestros resultados con el estudio realizado in vivo en roedores
por Burnistonet al., (2007), al adicionar una dosis de 5.0 mg de CCL/Kg, quienes
reportaron zonas de necrosis en musculo cardiaco a las 12 horas después de haber sido
expuesto el tejido.

Figura7 Musculo cardiaco T1

Hemorragias y pleomorfismo nuclear. (Tincion H&E.10X)
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Figura7.1 Musculo cardiaco T2

Hileracion nuclear. (Tincién H&E.10X)

Figura7.2 Musculo cardiaco GC

Modsculo cardiaco normal. (Tincion H&E. 10X)

Las lesiones degenerativas ocasionadas por el CCL en el higado de los conejos
expuestos (T1 y T2), provocO lesiones en el 25 - 50 % del tejido, lo cual puede
atribuirse y asociarse con el tipo de sustancia, cantidad y efecto residual, observando:
areas de congestion de leve a moderada, degeneracion hidrépica de hepatocitos,
picnosis y cariorexis, areas de necrosis focal; en 2 de los 5 conejos del T2 se observd
lesion franca inflamatoria con necrosis rodeada de fibroblastos, neutréfilos, y
macrofagos (Figuras 4, 5y 6).

De acuerdo con la funcionalidad hepatica y el efecto de cualquier sustancia
extrafia que ingresa al organismo, esta puede provocar desde una lesion leve a una tan
extensa condicionada por la cantidad y el tiempo, asi como por la afinidad y mecanismo
de accion de la sustancia (Benchekrounet al., 2004; Valladares-Carranza et al., 2013).
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Figura7.3 HigadoT1

Degeneracion hidrépica difusa de hepatocitos, picnosis y mitosis.
(Tincion H&E. 20X)

Degeneracion hidrdpica difusa de hepatocitos, picnosis y mitosis. B. Reaccion inflamatoria con
infiltracion de neutrofilos, presencia de fibroblastos, picnosis y abundante mitosis. (Tincion
H&E. 10X y 20X)

Figura7.5 HigadoGC

Tejido hepatico normal. (Tinciéon H&E. 10X)
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En relacion con la fisiologia urinaria, cinética o deposicion del CCL, no se
tienen reportes al momento sobre el posible efecto y dafio histopatolégico que pueda
ocurrir a este tejido. Al estudio microscopico en rifion, se observaron cambios
significativos en los T1y T2 en comparacion con los del T3, mostrando: congestion de
moderada a marcada, y una glomerulitis linfocitaria. Y en el musculo estriado de ambos
grupos, de manera general se observo: distribucion focal a maltiple de hemorragias, la
hileracion y pleomorfismo nuclear.

En los conejos del T1 (0.8 pg/Kg de CCL), al dia 1 (inicio), no se detectaron
niveles considerados como positivos de CCL a través de la prueba de ELISA. Al dia 7
se obtuvo un nivel de 3068 + 401 ppt (partes por trillon), condicion que fue
incrementandose paulatinamente en los siguientes muestreos con 4013 + 263 y 8100 £
100 ppt para los dias 14, 21, 28 respectivamente.

De manera similar en el T2 (16 pg/Kg de CCL), las detecciones ocurrieron
hasta el septimo dia con un valor de 5885 * 424 ppt, y de una manera homogénea para
el dia 14 y 21 con un valor de 8099 y para el dia 28 de 8100 + 100 ppt; y parael T3 en
los mismos periodos los valores obtenidos de 99ppt se consideran como negativos
(Tabla 1).

Tabla7 Concentraciones de CCL (ppt), en suero sanguineo de conejos en los diferentes
tratamientos con base en los diferentes dias de evaluacién

Tratamiento 1 7 14 21 28
T1 (0.8 ug/Kg p.v de CCL) 99 3068 + 401 4013 £ 263 8099 + 0 8100 + 100
T2 (16 pg/Kg p.v de CCL) 99 5885 + 424 8099 + 0 8099 + 0 8100 + 100
GC (1 gr de azticar) 99 99 99 99 99

De acuerdo con el periodo de deteccion de CCL, Sumanoet al., (2002), al
evaluar la vida media del CCL en conejos, refieren que es factible encontrar cantidades
importantes a las 9 horas; a diferencia de lo encontrado en nuestro estudio, en el cual
una vez iniciados los diferentes tratamientos adicionando CCL, se encontraron niveles
desde el dia 7 con un valor de 3068 + 401, al dia 14 con 4713 £ 263, dia 21 con 8099 y
el valor més alto a los 28 dias con 8100 * 100.

Considerando la cinética y bioacumulacion del CCL en las especies animales a
las que se les suministra esta sustancia, y al asociar el consumo de productos carnicos
contaminados, existe el riesgo de que en el consumidor puedan ocurrir procesos
similares como lo observado en el modelo biolégico, y con el consumo continuo de
carne contaminada se pueda agravar su salud, mas auin si estas padecen problemas de
tipo cardiaco(Daubertet al., 2007). En Mexico de manera ilegal y clandestina la
distribucion, comercializacion y uso de CCL se efectua, sin embargo, el trabajo de las
organizaciones ganaderas para el registro de unidades de produccion libres de esta
sustancia garantizara el consumo de los productos carnicos.
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Asimismo, el proponer el uso de otras sustancias de las cuales hasta el momento
no se tiene indicios de toxicidad, propiciaran una productividad sustentable, segura e
inocua en las diferentes unidades de produccién pecuaria (Ramos et al., 2009).
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