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Resumen

El clorhidrato de clembuterol (CCL) es un [3-agonista promotor del crecimiento en ani-
males para abasto, pero su uso ilicito ha generado repercusiones en salud publica. Se rea-
liz6 un modelo bioldgico con ratones, con el objeto de evaluar el efecto del CCL sobre la
ganancia de peso y las lesiones histologicas que ocasiona. Los ratones fueron alimenta-
dos con carne de conejo, que previamente fue suplementada con CCL. Treinta y cinco
dias posexposicion se registro el peso corporal; se obtuvo la concentraciéon muscular y
sérica de CCL a través de la prueba de ELISA, y se colectaron tejidos (higado y corazén)
para analisis histopatolégico. Los valores obtenidos de los animales experimentales (G1
y G2) se analizaron mediante un disefio experimental completamente al azar con dos
tratamientos (n = 10), sometidos a un andlisis de varianza y comparacién de medias con
la prueba de Tukey (p < 0,05). Se registré un incremento de peso corporal de 7 gen el G1,
contra 4,0 g del G2. El peso del higado fue de 2,58 gy 1,79, respectivamente (p < 0,05).
En el G1la concentracion muscular de CCL fue 5324 pg g™ y en suero sanguineo de 4378
pgg . Solo se observaron cambios histologicos en tejidos de los ratones del G1. El higado
mostré tumefaccion celular, mitosis moderada, picnosis y degeneracion hidrépica; en
corazoén, engrosamiento de fibras, pleomorfismo e hileraciéon nuclear. El CCL favorecid
el incremento de peso en los ratones expuestos, y provoco alteraciones estructurales en
higado y corazén.

Palabras clave: clorhidrato de clembuterol, ELISA, toxicidad, ratones (Fuente: MeSH).
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Effect of clenbuterol hydrochloride on weight gain
and histological lesions in mice

Abstract

Clenbuterol hydrochloride (CLB) is a growth-promoting B-agonist in animals for sup-
ply, but its illicit use has generated repercussions on public health. A biological model
with mice was developed to evaluate the effect of CLB on weight gain and histological
lesions. Mice were fed rabbit meat, which was previously supplemented with CLB. Body
weight was recorded 35 days post-exposure; muscular and serum concentration of CLB
was obtained through the ELISA test, and tissues were collected from liver and heart for
histopathological analysis. Values obtained from the experimental animals (G1 and G2)
were analyzed by a completely randomized experimental design with two treatments (n
= 10), subjected to an analysis of variance and comparison of means with the Tukey test
(p<0.05). There was an increase of 7 g in body weight in G1, compared to 4.0 g in G2.
Liver weight was 2.58 g and 1.79, respectively (p<0.05). In G1, CLB concentration in
muscle was 5324 pg.g™!, and 4378 pg.g™' in blood serum. Only histological changes were

Rev. Med. Vet. ISSN 0122-9354 ISSNe 2389-8526: Bogotd (Colombia) N° 35: 129-136, julio-diciembre del 2017 129

Recibido: 2 de diciembre de 2015 . Aceptado: 29 de marzo de 2016



Benjamin Valladares-Carranza et al.

observed in the tissues of G1 mice. Liver showed cellular swelling, moderate mitosis,
pyknosis and hydropic degeneration; in addition, fiber thickening, pleomorphism and
nuclear atypia were observed in the heart. CLB contributed to weight gain in exposed
mice and caused structural alterations in liver and heart.

Keywords: clenbuterol hydrochloride, toxicity, mice, ELISA (Source: MeSH).

Efeito do cloridrato de clembuterol no aumento de peso
e lesoes histologicas em ratos

Resumo

O cloridrato de clembuterol (CCL) é um B-agonista promotor do crescimento em ani-
mais para abate, porém o seu uso ilicito tem gerado repercussdes em satde publica. Fez-
se um modelo biolégico com ratos, com o objeto de avaliar o efeito do CCL sobre o gan-
ho de peso e as lesoes histoldgicas que ocasiona. Os ratos foram alimentados com carne
de coelho, que previamente foi suplementada com CCL. Trinta e cinco dias pds-expo-
si¢ao se registrou o peso corporal; obteve-se a concentragiao muscular e sérica de CCL
através da prova de ELISA, e foram coletados tecidos (figado e coragio) para anélise
histopatolégica. Os valores obtidos dos animais experimentais (G1 e G2) foram analisa-
dos mediante um desenho experimental completamente ao acaso com dois tratamentos
(n = 10), submetidos a uma anélise de variagdes e comparagio de médias com a prova de
Tukey (p < 0,05). Registrou-se um aumento de peso corporal de 7 gno G1, contra 4,0 g
do G2. O peso do figado foi de 2,58 g e 1,79, respectivamente (p < 0,05). No G1 a con-
centragao muscular de CCL foi 5324 pg g™' e em soro sanguineo de 4378 pgg™'. Somente
foram observadas mudangas histologicas em tecidos dos ratos do G1. O figado apresen-
tou inchago celular, mitose moderada, picnose e degeneragao hidrépica; no coragio, en-
grossamento de fibras, pleomorfismo e filamento nuclear. O CCL favoreceu o aumento
de peso nos ratos expostos, e provocou alteragdes estruturais em figado e coragio.

Palavras chave: cloridrato de clembuterol, toxicidade, ratos, ELISA.

INTRODUCCION

El clorhidrato de clembuterol (CCL) [4-Amino-alpha-
[(tert-butylamino) methyl]-3.5-diclorobenzil alcohol
hidrocloruro] es un B-agonista adrenérgico sintético,
sustancia blanca o ligeramente amarilla con peso mo-
lecular de 313,65 (1-3). Es usado como broncodilatador
en medicina humana y veterinaria. Suuso como anabé-
lico principalmente en bovinos en la actualidad es ile-
gal. Se ha demostrado que incrementa hasta en 15% la
sintesis proteica, y disminuye 18 % la deposicion de gra-
sa corporal (4,5).

El CCL provoca hipertrofia y neoformacién del misculo
através de mecanismos de glucogenolisis —acumulacién
de nitrégeno para conformacién de aminodcidos— y
glucolisis —degradacion de grasa—, lo que genera el in-
cremento en el tamano de las células musculares, prin-
cipalmente del musculo esquelético (6-8). Su efecto
promotor del crecimiento estd mediado por la estimula-
cién directa delos receptores 3, adrenérgicoslocalizados
en el tejido muscular, y la variacién de las concentracio-
nes plasmadticas de hormonas catabélicas o anabdlicas,
como los glucocorticoides, la hormona del crecimiento
olainsulina (9,10).
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El efecto del CCL en el sistema endocrino ocurre por
la liberacién hormonal mediante las catecolaminas que
liberan insulina, aumentan glucagén y estimulan la li-
beracién de las hormonas adrenocorticotropa, soma-
totropa y gonadotropinas. Lo anterior disminuye la
deposicion de grasa al aumentar la actividad metabdlica
y el gasto energético con un incremento de la termogé-
nesis; parte de la energia ingerida evita la formacion de
grasa, por el aumento de la concentracién del monofos-
fato de adenosina (AMP) ciclico en el tejido adiposo. El
trisfosfato de adenosina (ATP) se transforma en AMP
ciclico que activa a las proteinas quinasas, las cuales por
fosforilacién estimulan a una lipasa intracelular que
transforma los triglicéridos en dcidos grasos y glicerol

(9-11).

Aungque el uso del CCL se ha prohibido en varios pai-
ses, incluido México (3,12), la administracién en la ali-
mentacion del ganado de manera clandestina ha sido
un problema de salud publica en el dmbito mundial
(3,5,11,13,14), debido al consumo de carne y visceras
(higado) contaminadas con esta sustancia. Esto oca-
siona procesos patoldgicos en el ser humano que se ma-
nifiestan con temblor muscular, sudoracién excesiva,
adormecimiento de extremidades, cefalea y taquicardia
(8,15).

En elinforme y anilisis de Jiménezy colaboradores (16),
en México se notificaron 2130 casos de intoxicacién
por CCL, entre 2002 y 2008. Jalisco, Distrito Federal,
Guanajuato, Zacatecas y Michoacdn fueron las entida-
des que mds casos registraron. Jalisco fue el estado con
mayor numero de casos (35,25 %), seguido del Distrito
Federal (23,94 %), y los casos por afio se incrementaban
significativamente. Sin embargo, no se han observado
las cantidades detectadas en los pacientes afectados ni
se ha establecido la dosis a la que estuvieron expuestos
para provocar anormalidad. Asi mismo, no se han valo-
rado las posibles lesiones histologicas en los tejidos en
los que el CCL puede acumularse. El objetivo del estu-
dio fue evaluar el efecto del CCL sobre la ganancia de
peso y las alteraciones histopatolégicas en higado y co-
razdn en ratones expuestos a carne de conejo con CCL
como unico alimento.

MATERIALES Y METODOS

En fase previa a este estudio se realizé un modelo bio-
légico con conejos, a los que se les suministr6 en el
agua de bebida una dilucién de CCL (presentacion en
“sal mineral”) a una dosis de 16 pug/kg de CCL (1,1815
mg/L/d{a), por un periodo de 35 dias, al cabo de los
cuales se sacrificaron; se obtuvo todo el tejido muscu-
lar y se determiné que su concentraciéon de CCL fue de

7619 pgg .
Animales experimentales

Para este trabajo se utilizaron 20 ratones machos de la
linea BAL/C4 de 6 semanas de edad, que se colocaron
en jaulas individuales en condiciones de confort y bien-
estar animal. Se cumpli6 con los lineamientos de ética,
técnicos, cientificos y administrativos referidos por la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacién (Sagarpa) (17) para la investiga-
cién en animales.

Manejo del experimento

Los ratones se distribuyeron al azar en dos grupos (Gl y
G2) y recibieron como tinica alimentacién carne (deshi-
dratadaa 80°C) de conejo, arazén de 3,5 gal dia, y agua
destilada alibre demanda, segun los siguientes grupos:

G1: con carne de conejo conteniendo 7619 pg g™ de
CCL (n=10).

G2: grupo control, carne de conejo con 0 residuos de
CCL (n = 10).

Obtencion de muestras
y procesos realizados

Treinta y cinco dias después del inicio de la experimen-
tacion se obtuvo el peso de los ratones. Se sacrificaron
de acuerdo con lo establecido por la Sagarpa (18), y se
colectd sangre completa en tubos sin anticoagulante. Se
realiz6 el estudio anatomopatoldgico, para valorar los
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cambios macroscépicos, y se colectaron muestras de hi-
gado y corazén que fueron fijadas en formol bufferado
al 10 % (10:1); para la valoracién histolégica se usé tin-
cién: hematoxilina-eosina.

Prueba de ELISA

Las concentraciones de CCL se obtuvieron a través de
la prueba de ELISA (Ridascreen Clenbuterol Faste, R-
Biopharm AG, Darmstadt, Germany), utilizando 20 pl
del estrato de la muestra de tejido muscular, o de suero
sanguineo. Las absorbancias se leyeron con un filtro de
450 nm en lector de placas BIOTEK, y los valores obte-
nidos se expresaron en pg g~ (11,19).

Anilisis de datos

Para el analisis de resultados se aplicé un anilisis de
varianza con un diseno completamente al azar de un
camino de clasificacién, en el que el tratamiento se con-
siderd como la fuente principal de la varianza, con 2 tra-
tamientos de 10 unidades experimentales cada uno. En
aquellas variables en que resultaron diferencias signifi-
cativas se aplic la prueba de comparacion multiple de
Tukey (p < 0,05) (20).

Los cambios en el estudio anatomopatolégico e histolo-
gico de los tejidos y érganos de los tratamientos se eva-
luaron de manera cualitativa y de apreciacién con base
en el grado de alteracion de cada tejido, como lo descri-
ben Ke y colaboradores (21).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el modelo biolégico aplicado, conla inclusién de car-
ne como unica fuente de alimento con una concentra-
cién de 7619 pg g' de CCL para el G1, y de O residuos
para el G2, los animales del G1 mostraron un mayor
incremento del peso corporal a lo observado en el G2

(p <0,05) (tabla 1).

Strydom y colaboradores (22), al valorar el compor-
tamiento productivo y las caracteristicas de la canal

en bovinos al suministrar diferentes 3-agonistas (zil-
paterol, ractopamina y CCL), encontraron una mejor
conversion alimenticia y ganancia de peso con menor
deposicion de grasa en la canal de los animales tra-
tados con CCL, al compararlos con el grupo control
(p < 0,05), seguidos de los animales tratados con zilpa-
terol. Sin embargo, se ha demostrado que el consumo de
carne contaminada con CCL produce efectos adversos
a la salud humana, debido a la estimulacidn del sistema
cardiovascular. Sin registrar la concentracion exacta, se
ha informado que el consumo de carne contaminada
con CCL con una dosis “moderada” produce adorme-
cimiento de las manos, temblores musculares, nervio-
sismo y cefalea, y en dosis “més elevadas”, se acentta la
taquicardia, lo que puede ocasionar necrosis del mio-
cardio (14,23,24).

Al ensayo inmunoenzimético, las concentraciones séri-
cas promedio de CCL fueron de 0,00 pg g™ y de 4378
+ 437,57 pg g para el G2 y el GI, respectivamente
(p <0,05). El suero sanguineo y la orina son matrices en
las cuales la deteccion de CCL se debe realizar en ani-
males para abasto antes de su sacrificio, lo que permiti-
ria un periodo de cuarentena necesario para su posible
eliminacién (7,11). Con el uso por tiempo prolongado
de CCL en diferentes especies para abasto (bovinos,
cerdos y aves), la permanencia de esta sustancia puede
detectarse en la retina, el pelo y las plumas, debido a su
afinidad por la melanina encontrada en estas estruc-
turas, lo cual tiene un valor indicativo de su uso ilegal
(8,25).

Con el precedente de detecciéon de CCL en el tejido
muscular de los conejos para alimentar a los ratones
y su confirmacién en musculo del G1 (5324 pg g™') se
prueba su capacidad de retencién biolégicay deposicién
en tejidos blancos. Se ha establecido que el tiempo de
permanencia y cinética de]l CCL en suero sanguineo se
puede determinar en un periodo de cuatro a seis dias,
el cual va a continuar con concentraciones detectables
en dependencia de la dosis y el tiempo en que es admi-
nistrado. Esto representa un factor de riesgo de intoxi-
cacién para los consumidores, tal como se observé en
la cadena alimenticia de este experimento al suminis-
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Tabla 1. Peso de ratones (linea BAL/C4) con administracién de carne con CCL

Grupo Peso inicial (g) Peso final (g) Incremento de peso (g) corporal
G1 (7619 pgg' de CCL) 18,0+0,52 25,0°+0,52 7,00
G2 (Control: 0 residuos) 18,1°+0,51 22,1°+0,50 4,0°

Literales diferentes por columna indican valores que difieren estadisticamente (Tukey, p < 0,05).

Figura 1. Corte histoldgico de musculo cardiaco del grupo
G1, evidencia de hipertrofia muscular denotada por
pleomorfismo e hileracion nuclear y engrosamiento de fibras
(flechas). Tincion: hematoxilina y eosina. 10X

trar carne contaminada con CCL; en este punto es im-
portante considerar la particularidad de su estructura
quimica (contenido de cloro), por el tiempo de perma-
nencia en tejidos consumibles que es de 56 a 60 dias en
higado, y seis dias en el tejido muscular (25).

Ademas, con los resultados obtenidos se respalda que
el CCL es una particula estable a temperatura de deshi-
dratacién (80 °C), con una vida media de accién prolon-
gada. De acuerdo con el Codex Alimentarius (26), que
establece una concentracién de 2000 pg g™' como “limi-
temdximo” de residuos para el CCL en suero sanguineo,
en el GI los valores detectados de CCL se consideran
altos, lo que confirma la capacidad de acumulacién de
esta sustancia en la cadena alimenticia, y su efecto resi-
dual al considerar que los animales utilizados se encon-
traban en el segundo eslabon de la cadena alimenticia.

Figura 2. Corte histoldgico de higado de G1, evidencia de
tumefaccién y degeneracion hidrépica moderada, mitosis y
picnosis de hepatocitos (flechas). Tincién: hematoxilina
y eosina. 20X

En la necropsia no se observaron lesiones macroscépi-
cas evidentes en los animales de los dos tratamientos,
salvo el aumento de volumen de las masas musculares
con una menor deposicién de grasa en el G1. El peso
promedio del higado de los ratones fue de 1,79 gy 2,58 g
para el G2y G1, respectivamente (p < 0,05).

En el estudio histopatolégico del musculo cardiaco del
GI se observo engrosamiento y rizamiento de fibras
musculares (10 de 10), pleomorfismo e hileracién nu-
clear (figura 1). Asi mismo, en el higado de los animales
tratados con CCL laslesiones observadas fueron: tume-
faccién y degeneracion hidrépica de moderada a difusa,
mitosis, picnosis y megalocitosis con megacariosis de
hepatocitos (figura 2).
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Los cambios observados en el muisculo cardiaco con-
cuerdan con lo referido por Van Vleet y Valentine (27),
que consideran ala hileracién y engrosamiento de fibras
como un proceso de hipertrofia muscular, que de forma
consistente mostraron solo los animales tratados con
CCL. Las modificaciones observadas en el corazén su-
gieren que el CCL tiene accion sobre los receptores es-
pecificos del tipo 3, que se localizan en este tejido, que
inducen a cambios estructurales, y su efecto es mayor
en la musculatura esquelética (23,28). Con base en la
estructura quimica, la accién del CCL se ha relacionado
a la de las catecolaminas, con capacidad de interactuar
con los receptores adrenérgicos del tipo 3, lo cual acti-
va el sistema proteina Gs asociado a la adenilatociclasa,
que tiene un papel importante en la entrada de calcio a
la célulay que interviene en la sintesis de proteina celular

(3,6,29).

En el higado de los ratones (10 de 10) expuestos a CCL
se observaron alteraciones importantes, que ponen de
manifiesto su efecto téxico (10,28). E1 CCL en el or-
ganismo tiene una accién prolongada, se almacena
principalmente en higado y rifién, y se metaboliza por
medio de reacciones de N-oxidacién en hidroxiclenbu-
terol y conjugados glucorénicos (13,28). Zalco, Bories
y Tulliez (29) refieren que los metabolitos del CCL, N-
hidroxilarilamina y N-nitroso clembuterol, poseen pro-
piedades toxicas de riesgo tanto para la salud animal
como para la del humano.

Badino, Odore y Re (9), al administrar 30 y S0 pg de
CCL/kg/dia a conejos, observaron efectos fetotéxicos
(retraso en la osificacién y paladar hendido). En otro
trabajo se refiere que el posible efecto toxico se debe
mds que nada a un efecto de estimulacion adrenérgicay
no a efecto de tipo genotdxico (30).

En los animales bajo tratamiento no se observo signo-
logia aparente (salvo incremento de actividad o cierto
nerviosismo). Sin embargo, los sintomas de intoxica-
cién por el consumo de higado y carne de res contami-
nada con CCL en el estudio registrado por Carrola y
colaboradores (31), en dos pacientes, estos presentaron
tremor muscular, nduseas e incoordinacidn; a la auscul-

tacidn mostraron un incremento de la frecuencia cardia-
ca (90/min), incremento de la presion arterial (140/80
mmHg), y al examen hematolégico, leucocitosis 12,1-
12,2 x 10° L, acompanada de neutrofilia 9,3-10,1 x 10°
L, hipercalemia (2,7-2,8 mmol L") e hiperglucemia
(9,5-12,1 mmol L).

En bovinos, y tal vez en otras especies para abasto, el
uso clandestino e irracional del CCL se sigue dando de
manera alarmante (3,11,29,31), por lo que debe actuali-
zarsey aplicarse la normatividad en beneficio tanto dela
salud publica como animal, instrumentarse programas
permanentes para la vigilancia, el control y la erradica-
cién del uso de esta sustancia y proponer alternativas
(32) en las buenas practicas de produccién animal.

CONCLUSIONES

Al utilizar una concentracién de CCL tres veces mayor
que el maximo registrado como tdxico, el efecto obser-
vado fue una mayor ganancia de peso en los ratones ex-
puestos a carne con CCL. EI CCL favorece la ganancia
de peso en ratones; sin embargo, las alteraciones histo-
patoldgicas observadas en higado muestran un efecto
hepatotéxico.
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