Articulo

16

Revista de Ciencias Ambientales y Recursos Naturales

Septiembre 2015 Vol.1 No.1 16-23

Efecto del clorhidrato de clenbuterol sobre el funcionamiento hepético en

modelo conejo

VALLADARES-CARRANZA, Benjamin*f, BANUELOS-VALENZUELA, Roémulo’, PENA-
BETANCOURT, Silvia”’, VELAZQUEZ-ORDONEZ, Valente, ECHAVARRIA-CHAIREZ,

Francisco’ y MURO-REYES, Alberto’

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal. Universidad
Auténoma del Estado de México, Toluca, México.C.P. 50200 Toluca, México.

‘Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Universidad Auténoma de Zacatecas, Zacatecas, México.

"Departamento de Produccién Agricola y Animal, Laboratorio de Toxicologia. Universidad Auténoma Metropolitana, Xochimilco,

Meéxico, Distrito Federal

Recibido Enero 21, 2015; Aceptado Junio 30, 2015

Resumen

El clorhidrato de clenbuterol (CCL), es un
anabdlico utilizado de manera ilegal en la
alimentacion animal, y a su vez esta situacion
se asocia a problemas en salud publica.
Como drgano de biotransformacion, el higado
tiene maultiples funciones, se ha referido que
en este tejido el CCL permanece por un
mayor periodo de tiempo y en mayor
cantidad, provocando citotoxicidad hepética.

Clorhidrato de clenbuterol, Enzimologia
clinica, hepatoxicidad.

Abstract

Clenbuterol hydrochloride (CCL) is an anabolic
illegally used in animal feed, and in turn this
situation is associated with problems in public
health. As biotransformation organ, the liver has
many functions, referred to in this tissue the CCL
remains for a longer period of time and in greater
quantity, causing hepatic cytotoxicity. The
objective was to evaluate the effect of CCL,
through the liver function by enzymology clinic in
rabbit model.

Clenbuterol
enzymology,

hydrochloride, clinical
hepatotoxicity.
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Introduccion

El clorhidrato de clenbuterol (4-amino-3,5-
dicloroalfa 1,1-dimetiletil amino benceno
metanol) es una sustancia [-agonista del
grupo de los B-adrenérgicos. Su uso como
agente anabolico en la engorda de ganado
genera un incremento importante en las masas
musculares, pero desde antes del afio 2000 se
prohibi6 su uso como aditivo en la
alimentacion y produccion animal debido a
su efecto residual y contaminacion de los
productos alimenticios (carne e higado), que
ha producido procesos de intoxicacion en los
consumidores, el efecto toxico en los
humanos provoca: cefalea, nerviosismo y
taquicardia  entre otros signos clinicos
(Ramos et al., 2009; Valladares et al., 2015).

Su efecto anabdlico y lipolitico del
CCL se genera con al suministrarlo en la
dieta, ya que es absorbido facilmente via
digestiva, alcanzando una concentracién
importante media hora a seis horas pos
ingestion; como dérgano de biotransformacion,
el higado tiene multiples funciones; se ha
referido que en este tejido el CCL permanece
por un mayor periodo de tiempo y en mayor
cantidad, cuando es suministrado en la
alimentacion animal; y provoca citotoxicidad
hepéatica (Daubert et al., 2007).

El higado como 6rgano en donde se
desarrollan las reacciones metabolicas, puede
ser un indicador de las alteraciones de
funcionalidad orgénica. El incremento de su
peso relativo se produce como respuesta a un
incremento de su funcionalidad o por efecto
de reguladores endocrinos  (hormonas
tiroideas o glucocorticoides), lo cual suele ser
simultaneo o consecuente con hipertrofia e
hiperplasia de origen toxico (Repetto, 2002;
Ramesh, 2007).
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En la afeccion toxica aguda del higado
pueden distinguirse las formas citotdxica y
colastésica; esta ultima, consiste en la
deteccion de la bilis en los canaliculos intra o
extrahepaticos. La forma citotdxica tiene tres
formas de presentacion, que pueden ser
secuenciales o no: esteatosis, degeneracion y
necrosis. La esteatosis consiste en la
acumulacion citoplasmatica de gotitas grasas;
pueden originarse por numerosas sustancias
capaces de alterar los mecanismos de
degradacion de los triglicéridos o de la
sintesis de las lipoproteinas encargadas de
sacar las grasas del hepatocito, originando lo
que se conoce como higado graso (Repetto,
2002; Doxey, 1987).

La degeneracion estriba en una
inflamacion o balonizacion del hepatocito con
hialinizacion (transparencia), de su contenido
y aparicion de cuerpos acidéfilos. La necrosis
supone la muerte celular y se puede producir
por mecanismos de lipoperoxidacion,
alquilacion, arilacion o uniones covalentes de
las macromoléculas biolégicas (membrana
plasmaética y reticulo endoplasmatico), por el
toxico a sus metabolitos, o bien por
reacciones inmunitarias. Cuando  estas
lesiones suceden en forma crénica, el tejido
coldgeno se transforma en fibrético no
funcional, que distorsiona la arquitectura
hepética con posible obliteracion de vasos y
produccién de edema y varices, conocido el
proceso como cirrosis (Repetto, 2002).

El higado responde a estimulos tdxicos
con proliferacion del REL (reticulo
endoplasmico liso), para incrementar la
actividad de las enzimas metabolizantes de
xenobioticos.

Esta proliferacion puede progresar
hasta alcanzar un grado patoldgico
(manifestacion de  hepatotoxicidad), vy
entonces se produce una regresion en el nivel
funcional adquirido, coincidiendo con la
afectacion de las mitocondrias (Repetto,
2002).

VALLADARES-CARRANZA, Benjamin, BANUELOS-VALENZUELA,
Rémulo, PENA-BETANCOURT, Silvia, VELAZQUEZ-ORDONEZ, Valente,
ECHAVARRIA-CHAIREZ, Francisco y MURO-REYES, Alberto. Efecto del
clorhidrato de clenbuterol sobre el funcionamiento hepatico en modelo conejo.
Revista de Ciencias Ambientales y Recursos Naturales 2015, 1-1: 16-23



Articulo

18

Revista de Ciencias Ambientales y Recursos Naturales

La mayoria de las enzimas son
intracelulares, se localizan en mitocondrias,
citoplasma o ambos, a partir de estas
estructuras la liberacion de enzimas, con
consecuente incremento en concentraciones
séricas aumentaran cuando las células son
dafiadas o destruidas (Doxey, 1987; Repetto,
2002; Meyer y Harvey, 2004).

La reaccion L-aspartato<>oxalacetato
ocurre en muchos tejidos, la mayor
concentracion de AST (aspartato amino
transferasa) existe en musculo cardiaco y en
proporciones o niveles iguales en el higado,
mucosa intestinal, masculo esquelético, rifidn
y péancreas. En consecuencia, el dafio en
células de una amplia variedad de Organos
provoca un aumento en la concentracion de
AST circulante. Sin embargo puede ser una
prueba diagnoéstica de dafio hepatico
(Manning et al., 1994). La enzima AST tiene
una vida media de 5-12 horas en perros, de 1-
2 horas en gatos y de 50 horas en equinos
(Thrall et al., 2006; Meyer y Harvey, 2004).

La reaccion L-alanina<>piruvato con
participacion de la ALT (alanin amino
transferasa), ocurre principalmente en el
higado y en menor medida en cerebro,
musculo y rifién. En los conejos las
concentraciones de ALT en musculo cardiaco
también son altas (Manning et al., 1994). En
el higado de rumiantes y caballos su valor es
bajo (Meyer y Harvey, 2004), por lo que la
prueba solo es valida en animales como
primates, perros, gatos, conejos Yy ratas
quienes presentan concentraciones mas altas
(Kaneko et al., 1997).

Cuando existe alteracion hepatocelular
la actividad de la enzima ALT se ve
incrementada a las 12 horas
aproximadamente, teniendo picos a los 1 y 2
dias de dafio agudo. En perros y gatos esta
reportada una vida media de 60 horas (Thrall
et al., 2006; Meyer y Harvey, 2004; Kaneko
etal., 1997).
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A pesar de que el uso de CCL en la
produccion animal (especies para abasto,
principalmente bovinos) estd prohibido, su
uso clandestino e irracional se sigue dando en
las diferentes unidades de produccion
propiciando problemas de salud publica, en
México no existe un estudio sobre el dafio que
pudiera ocasionar el CCL a nivel hepético,
considerando que es un drgano de
importancia en la cinética (metabolismo y
eliminacion) de esta sustancia. El objetivo del
trabajo fue evaluar el efecto del CCL, a través
del funcionamiento hepatico por enzimologia
clinica en un modelo conejo, y dar un
panorama de lo que puede estar ocasionando
el CCL en salud publica.

Materiales y Métodos.

Se realiz6 un modelo biolégico con 10
conejos Nueva Zelanda, de 8 semanas de
edad. Se identificaron, pesaron y alojaron
individualmente en jaulas comerciales,
distribuyéndose al azar en 2 tratamientos (T1
y T2, de 5 animales cada uno). Al T1 se le
administro 0.8 ug/Kg de CCL en el agua de
bebida, y al T2 (control) 0.5 gr de azlcar; el
suministro de los 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
congelacién a -8°C hasta su procesamiento.

En las determinaciones de Alanino
amino transferasa (ALT) y Aspartato amino
transferasa (AST), se utilizaron 50 uL de
suero y 560 uL de ALT® o AST®, a través
del método modificado sin piridoxal fosfato,
midiendo la absorbancia a 340 nm (IFCC,
2002).

La concentracion de CCL en suero se
realizd a través de ELISA utilizando el kit
Ridascreen Clenbuterol Fast®.
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Los datos obtenidos se evaluaron a
través de analisis de medidas repetidas y
ANDEVA  (P<0.0001), con el paquete
estadistico SAS, version 6.0.

Resultados y Discusion.

El uso del CCL en la produccién animal ha
demostrado efectos toxicos en los organismos
que consumen dicha sustancia, se distribuye
en casi todos tejidos, con un periodo de vida
largo en el organismo (Ramos et al., 2009). El
CCL al ser absorbido eficazmente en el tracto
gastrointestinal pasa a la circulaciéon y a su
vez puede depositarse en higado, ocasionando
cambios estructurales y funcionales debido a
las propiedades de la sustancia (Valladares et
al., 2014).

En los conejos del T1, al dia 1 no se
detectaron niveles positivos de CCL; al dia 7
se obtuvo un nivel de 3068 + 401 ppt,
condicion que se incrementd paulatinamente
con 4013 £ 263 y 8100 + 100 ppt para los dias
14, 21, 28 respectivamente; y para el T2 en
los mismos periodos los valores obtenidos
fueron de cero residuos (P<0.0001).

De acuerdo con el periodo de
deteccién de CCL, Sumano et 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 este estudio, en el que una vez
iniciado la adicién de CCL, se encontraron
niveles desde el dia 7 y hasta el final del
estudio.

ISSN-2444-4936
ECORFAN® Todos los derechos reservados

Septiembre 2015 Vol.1 No.1 16-23

Para los agonistas B adrenergicos las
sustituciones en el anillo aromético son
importantes para obtener una actividad
biologica definida. Cuando los OH son
sustituidos por un halégeno como en el caso
del clorhidrato de clenbuterol (cloro), se evita
la biotransformacién por las enzimas COMT
(catecol-O-metil-transferasas) a nivel tisular y
se hace lenta la biotransformacion hepética.
Al mismo tiempo, la presencia de cloro en el
CCL lo hace mas liposoluble que sus
analogos, y, por ende, tiende a difundir mas
en los tejidos y en la grasa animal.

El CCL se metaboliza por medio de
reacciones de N-oxidacion en
hidroxyclenbuterol y conjugados
glucorédnicos, principalmente. Sin embargo se
han detectado concentraciones  séricas
importantes, acido 4-amino-3,5-
diclorobenzoico 'y é&cido 4-amino-3,5-
diclorohipdrico, sustancias toxicas que
pueden ser afectar a diversos tejidos como el
higado, en donde se produce un
almacenamiento importante de esta sustancia
(Baillie et al., 1980; Hawkins et al., 1993).

En las enfermedades hepéticas es
importante la determinacion de diferentes
metabolitos (bilirrubina libre y conjugada) en
circulacién. Se sabe que los  pigmentos
biliares son productos de excrecién formados
a partir de la hemoglobina liberada por el
desdoblamiento de los eritrocitos en el
sistema reticuloendotelial (Meyer y Harvey,
2004; Doxey, 1987). Cuando existe dafio
hepatocelular, el mejor diagnostico se realiza
en la fase aguda. Las determinaciones mas
frecuentes en la sospecha de dafio hepatico
agudo o cronico son AST, ALT y GGT
(Cebraetal., 1997).
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En enzimologia clinica los valores
obtenidos hubo un incremento gradual en los
conejos del T1, sobrepasando los valores
normales desde el 7° dia pos exposicidon con
valores promedio al final del estudio de 81,27
+ 28y 9484 £1,9 U/L para AST y ALT
respectivamente (Cuadro 1).

Se considera que los agentes
inductores de los procesos enzimaticos
originan la proliferacion del REL, con el
incremento de las enzimas metabolizadoras y
citocromo P-450, junto con el incremento de
los fosfolipidos microsémicos. De forma
contraria, otros hepatotoxicos producen
dilatacion y fragmentacion de las membranas
rugosas y lisas, junto con un descenso en la
sintesis de enzimas y fosfolipidos, vy
liberacion de fosfatasas (Konnie, 2004;
Ramesh, 2007).
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Por tanto, cuando un toxico comienza
a llegar en pequefias dosis al higado, este
puede llegar a incrementar su capacidad
metabolizante por respuesta del REL vy
estimulacion de los sistemas enzimaticos
apropiados, y se inicia un aumento de peso
relativo del organo (hepatomegalia). Cuando
la capacidad destoxicante del higado queda
superada, comienza a fallar la glucosa-6-
fosfatasa  hepdtica (indice de lesion
microsomica), produciendo  cambios
histopatoldgicos importantes. Un incremento,
aunque sea reversible de los niveles séricos de
transaminasas indica afectacion hepatica y

muscular con rotura celular (Repetto, 2002;
Meyer y Harvey, 2004).

T1 47,44 48,72 90,45 107,7 1035 89,7° 81,27°%+
AST -

AST -

+21 *+0 *x0 91° *+08 *x05 1,9
+11

T2 7707 7815 7844 7757 77,26 7853  77.84°t
240 a4 b+ b+ b+22 %0 0,4
1,1 0,3 2,2

ALT

Literales diferentes por columna, muestran diferencia estadistica
(ANDEVA, P<0.0001). Valores normales (Kaneco, 2008), para
Alanino amino transferasa (ALT) y Aspartato amino transferasa
(AST): 47 y 79 UI/L respectivamente

Tabla 1 Concentraciones de AST y ALT (U/L) en
diferentes periodos con y sin la administracion de CCL
en conejos.
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La ALT es una enzima ubicada en el
citosol de varias células, y resulta un
indicador de lesion hepatica, que puede
liberarse al ocurrir lesion o necrosis subletal;
el aumento en su concentracion en alteracion
hepatica es proporcional al nimero de células
con necrosis o lesién; asimismo, altos niveles
de AST pueden indicar lesion hepatocelular o
muscular (Shelly, 2011).

En casos de extenso dafio
hepatocelular agudo, se detectan niveles muy
elevados de estas enzimas. Mientras que en
casos cronicos, tienden a disminuir después
de un periodo, por tal razon el mejor
diagnostico se realiza en la fase aguda del
dafio celular. En conejos tratados con 17a-
metiltestosterona por 15 dias a dosis de 10
mg/Kg/ dia se incrementaron los niveles
séricos de AST y ALT con picos maximos a
los 7 dias; también se observo un incremento
de la enzima GGT a los dias 7, 10 y 15 de
tratamiento (Hild et al., 2010).

En datos previos publicados, las
alteraciones observadas histoldgicamente a
efecto del CCL en tejidos parenquimatosos
como el higado y el rifién; Valladares et al.,
(2014), observaron lesiones importantes en
higado de conejos expuestos a esta sustancia,
denotando: &reas de congestion de leve a
moderada, degeneracion  hidropica  de
hepatocitos, picnosis y cariorexis, areas de
necrosis focal; en 2 de los 5 conejos del T1 se
observé lesion franca inflamatoria con
necrosis rodeada de fibroblastos, neutréfilos,
y macrofagos.

Otros datos de importancia a
considerar son el reporte de Gojmerac et al.,
(2002), al estudio realizado en cerdos tratados
con 10 pg de CCL/Kg de peso, dos veces al
dia por via intravenosa por 25 dias antes del
sacrificio, en higado, fueron observadas
lesiones  histopatolégicas, como: ligera
hiperplasia de ductos biliares, inflamacion
instersticial,  degeneracién  hidropica vy
vacuolar del hepatocito.
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Spencer 'y  Oliver (1996), al
suministrar a ovejas 400 pg/Kg de CCL por
dia, ocasiond una supresion en la respuesta
inmune humoral, predisponiendo a los
animales tratados con este [-agonista a
infecciones y alterar la salud y bienestar
animal; de la misma forma, Malinowski
(2004) refieren que el CCL puede afectar la
funcién inmune de los animales, al alterar la
funcionalidad de varios 6rganos.

El CCL tiene un efecto negativo en la
funcién reproductiva de hembras y machos.
Biolatti y colaboradores (1994), reportan que
cerdas tratadas con CCL a una dosis de 1
ppm/dia/40 dias, presentaron lesiones a lo
largo del tracto reproductivo, las lesiones
macroscopicas observadas fueron: ovarios
microcisticos y atrofia uterina; y las lesiones
histopatoldgicas incluyen degeneracion
atrésica de algunos foliculos ovaricos,
completa ausencia de funcion del cuerpo
luteo, una reduccion en el nimero de
glandulas endometriales, y un decremento en
el volumen del citoplasma de células
epiteliales del endometrio y de glandulas.
Estas lesiones pueden tener un impacto
negativo en la eficiencia reproductiva de las
hembras. Por otro lado, en cerdos machos
tratados con CCL a una dosis de 1 ppm
mezclado en el alimento por 3 meses, también
se observd un impacto negativo en la funcion
reproductiva, debido a una modificacién de la
estructura  testicular ~ (morfologia) vy
cuantitativos de las células de Leydig (Blanco
etal., 2002).

Conclusiones.

El efecto hepatotoxico del clorhidrato de
clenbuterol en el modelo conejo produjo
incremento de AST y ALT. Utilizar el CCL
en especies para abasto puede ser un riesgo
para el consumidor como ocurri6 en el
modelo biologico con conejos.
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