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JUSTIFICACIÓN



Justificación

Laproduccióncárnicarepresentauno de los mayorescontingentesmundialesanivel

industria],yaquela musculaturaesqueléticade origenanimalproporcionael principalrecurso

energéticoparala obtenciónde proteínasde altacalidad.

A nivel de produccióncárnica,los ganaderoshanensayadodistintasfórmulascuya

finalidadhaconsistidoenlograrun mayorcrecimientodelanimalenunplazode tiempolo más

breveposible,puestoque ello proporcionaun considerableahorro,cuyacuantíaeconómica

es al mismo tiempo bastantesustanciosa.La utilización de los agentespromotoresdel

crecimientorepresenta,dentrode estesector,unadoble ventaja:económicay la obtenciónde

canalesde mayorcalidady másatractivasparael consumidor.Peroal mismotiempo, entraña

un riesgo,dadala táltade controlen cuantoala aplicacióny dosificaciónde dichassustancias,

llegandoen ocasionesacrearseriosproblemasenel entornode los consumidores.

La utilizaciónilegal delcleabuterolen todoslos paisesde la Unión Europea,como

agentepromotordelcrecimientohacreadounaproflmdacontroversiadentrode los sectores

de la alimentacióny producciónanimal,dadoelcarácterfraudulentoqueentrañaestapráctica.

Porotraparte,las intoxicacionesdiagnosticadas,sobretodo enEspañae Italiaaprincipiosde

los 90, en losconsumidoresde carnesy especialmente,delhígadode los animalestratadoscon

estebetaagonista,hansupuestoun serioproblematantodesdeel puntode vistaeconómico,

por las restriccionesencuantoa exportacióndeproductoscárnicosserefiere, comodentro

delentornode la SaludPública,aúnapesarde quela sintomatologíaobservada,remitieseen

unperiodorelativamentecortode tiempoy que,porel momento,no hatenidoconsecuencias

tangravesparala poblaciónhumana,comoel consumode carneprocedentede lastristemente

famosas‘vacaslocas”.

Tampocohemosde olvidar quelas sustanciasutilizadas,confines fraudulentos,no

suelenseradministradasaisladamente,sino en combinaciónconotro tipo de fármacos,que

bien potencianunasveces,y enmascaran,otras, los efectosproducidos.Por ejemplo, la

utilizaciónde antibióticos,queperseestimulanel engorde,permite utilizar animalescuyo

estadosanitarioesejemplar.Si a estosanimales,se les adininistracualquieranabolizante,el
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Justificación

efectodeengordeserámayor

El principalobjetivo denuestraexperimentación,hasido el estudiode la administración

de clenbuterol,o lasasociacionesde ésteaglucocorticoidesde síntesisy surepercusiónsobre

el fisiologismo animal a distintas edades,tanto a nivel hepático como sobre los ejes

hipotálamo-hipofisarioadrenaly gonadal.

Enprimerlugar,sehaescogidola rataporserunaespeciede crecimientorápido,y por

ello, los efectosseráninésrápidamenteobservados,desdeelpuntodevistade la utilización

del clenbuterolcomopromotordelcrecimiento.Además,se hacomprobadoque los reodores

constituyenunade lasespeciesidóneasparael estudiode los efectosdelclenbuterolen virtud

de sucarácterde agentede reparto.Porotraparte,tendremosunamayordisponibilidadde

animales,y ello nospermitiráestablecerconclusionesmásprecisasy aproximadasa lo que

ocurreen la vida real.

Elegimoshembraspuestoque los tratamientoscon clenbuteroldentrodel mundo

ganadero,han demostradoser másefectivosque en los machos,desdeel punto de vista

anabolizante.Asimismo, trabajamoscon animalesde distintas edades,para ver cómo se

alterabanlos distintosparámetrosanalizados.

Lostratamientosaaplicar,hanconstituidoun serio retoparanosotros,tantoencuanto

al ajustede la dosis,como la duracióny el tipo de tratamiento.Porello, nuestroobjetivo en

estesentido,hasido la administraciónde dostipos de tratamiento:uno abasede clenbuterol

y otro con la asociaciónde clenbuteroly dexametasona.Deestaformapodremoscomparar

las distintas repercusionesque tendrácadauno de ellos, sobrelos animalesy ver cual

dispondrádemayorefectividadparala consecuciónde nuestrofin.

En cuantoa la duracióndel tratamiento,creímosoportunoqueéstafuera lo más

parecida a la aplicada a los animales de abasto, con los periodos de supresión

correspondientes,aunquebien escierto, que “tanteando”,puestoque al estarprohibidala
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Justificación

utilización de cualquier sustanciacomo Ñvorecedordel engorde,era difidil encontrar

informaciónaclaratoria.Por ello, aplicamostratamientosde largaduración,parapoder,así,

contemplarla evoluciónenlas distintasfasesdel mismo.

Dadoqueel consumodehígado,procedentede animalestratadosconclenbuterol,ha

sido el “responsable”dela polémicasuscitadaentorno aestetema,uno de nuestrosprincipales

objetivosconsistióen llevar acaboun proftmdoestudiodelaestructurahepáticay comprobar

si el clenbuterol,al quedaracumuladoenestavíscera,eracapazdealterarla misma,con lo

cual demostraríamossi ese posible efecto hepatotóxicose debeal clenbuterolo a otras

sustancias,puesno hemosde olvidar, que en las prácticasfraudulentasde engordede los

animalesde abastoseempleanauténticos“cócteles” a basede hormonasanabolizantes,

antibióticos,glucocorticoides,etc.

Basándonosenla bibliograflaconsultaday dadalacarenciade informaciónal respecto,

hemosutilizado dosisconsiderablementesuperioresa las administradasal ganadovacunoy

otrasespecies,de tal maneraquedeseábamosproducirlesionesenesteórgano,llevandoa

cabo,el estudioanatomopatológico(tantoestructuralcomo ultraestructuralmente)delhígado

denuestrosanimales,en distintasfasesdel tratamiento.Deestemodo, en casoafirmativo,

podríamoscomprobarexactamenteen qué momentoy medida el clenbuterolllega a ser

hepatotóxico,tanto durantela administracióncomo enla retiradadel medicamento.

ParaqueesteestudioIberamásexahustivo,otro de nuestrosobjetivosconsistióen

determinarlas concentraciones,tantoplasmáticascomo hepáticas,de clenbuterol.De este

modo, conociendola cantidaddel fánnacodistribuido a nivel sistémicoy laencontradaen

hígado,el estudiohistológicorealizado,nospermitiríaconocerconprecisión,lacantidadde

clenbuterolnecesariaparaproducirunalesiónen esavíscera.

Asimismo,y dadalaimportanciaquerepresentala utilizacióndelclenbuterolen lo que

a modificación del metabolismose refiere, estudiamosel carácteranabolizantede este

compuesto,midiendola gananciade pesoy los nivelesde insulinaalcanzadospor los animales,
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Justificación

tantoenadultoscomoenprepúberes,queterminabanla faseexperimentalsiendoadultos.No

hemosde olvidarqueelcrecimientoenlos animalesjóvenesessuperioral de los adultos,y de

estemodocomprobaríamosla eficaciaqueaportael clenbuterol,lo cualtambiénnosorientaría

hacialas consideracioneszootécnicasde suutilización.

Parafinalizar,otro objetivo quenospropusimosdesarrollarfue el de determinarlas

alteracionesqueelclenbuterol,unpotenteestimulantedel SistemaAdrenérgico,puedallevar

a cabo sobre los ejes hipotalamo-hipofisario-adrenale hipotalamo-hipofisario-gonaclal,

medianteel estudiode las concentracioneshormonales.

A la vista de los resultadosqueencontraríamos,intentaríamosdeterminarsi la rata

(estirpeLongEvans)puedeconsiderarsecomo un biomodeloidealparael estudiode los beta-

adrenérgicosy susasociacionesaglucocorticoidesde síntesis.
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Introducción

En la producciónganaderase utilizan ilegalmentediferentescompuestoscon la

finalidadde lograrun mayor crecimientodel animal, enelmenortiempo posible,améndel

ahorro económico que ello representa.Sustanciascomo estrógenos,andrógenos,beta

agonistaso glucocorticoidessonutilizadosconestosfines. Suadministración,da lugaraun

mayoraumentode peso,enperiodoscortosde tiempo,tanto si sonaplicadosaisladamenteo

enfonnacombinada,potenciandolos efectosdeunosy otros{Lommenetal., 1993).Todos

ellosy otrassustanciasmás,seenglobandentrode]grupode los anabolizantes.

Podríamosdefinir a losanabolizantes,comosustanciascapacesdeproducirun aumento

depeso,conla intenciónde alcanzarmásrápidamenteelpesodeseadodelanimalconla misma

cantidadde pienso,estimulandosuanabolismoproteicoen detrimentode los anabolismos

lipídico y glucidico (Marcoset aL, 1989).En un sentidoamplio de la palabra,sedefinen,

como: “toda sustanciao compuestocapazde favorecerlos procesosdesíntesis(anabolismo)

a expensasde disminuir los procesosde destrucción,de los diferentescomponentesde los

organismosanimales”.

En 1978,Hoffimn clasificóa los anabolizantesdesdedospuntosde vista:

Segúnsuactividadbiológica:

* Estrógenicos

* Androgénicos

* Progestágenos

mr Segúnsuestructura:

* Esteroidesnaturales

* Esteroidessintéticos

* Compuestosno esteroideos
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Introducción

tóxicosque puedencausarefectosadversosen el intestino.

mr Suprimiendoenfermedadessubelínicas.

Si bien todasestassustanciasanabolizantesproducenunanotablemejoríasobreel

crecimientodel animal, sonpotencialementepeligrosasparala saludde los consumidores

(Thein et aL, 1995; Maghuin-Rogister,1995), fUndamentalmente,por los residuosde las

mismasprocedentesde sumetabolización,pudiendoquedaracantonadasendistintosórganos

de los animales,queposteriormenteseránconsumidosporel hombre.

Experimentalmente,seha comprobadoquesu implantación,enanimalesde laboratorio,

también ha producido lesiones de distinta importancia, tales como tumoresuterinos,

adenoarcinomade próstata,cáncerde vejiga, exacerbaciónde cáncerde mamay próstatay

virilizaciónde las hembras,enel periodofetal y lactante.En el casode los progestágenos,se

hanobservadotumoresováricos.

Porestemotivo y araízde la prohibiciónde los anteriores,unade las pautasquese

ha seguidoconmayorfrecuenciaenlos últimos años,sobretodo haciafinalesde los 80, en la

líneade aumentarel crecimientoy producciónanimalhasido el empleode los agonistasbeta

adrenérgicos,como agentespromotoresdel crecimiento(Fieniset al., 1995).
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Agonistasbeta-adrenégicos Introducción

activación de la glucogénesishepática.Son los responsablesdel incrementoproteico a

expensasdel contenidode grasa(Del Barrio el al, 1995).Entre los másutilizados, como

promotoresdelcrecimiento,seencuentranel clenbuteroly el cimaterol,menosel salbutamol

y últimamentehaempezadoa utilizarsela ractopamina(véasefigura 7).

CH,

OH CH,
O=C4IN

NH, Cimateral 40 -4(~¿>9 CirCHNH”CihCHVC Hkr%,/— OH

Ractopam¡na

HO.Q....
7w-cirNIr.IQ.. CM3

014
HOH2 C

[~oi

Figura7

El clenbuterol,junto conotrosB2-agonistas(Lonmeny Groot, 1993),se ha venido

utilizando como agentede repartoparamejorarel rendimientode los animalesdestinadosa

la produccióncárnica.Administradoa dosiselevadasproduceun incrementoen la síntesis

proteicay unareducciónenla deposiciónde grasaestimulando,de estemodo,el crecimiento

de la masa muscular.Sin embargo, la falta de información acercadel metabolismoy

distribuciónde estasustanciaen los animalesdestinadosa la producciónde alimentos,así

comoel posiblepeligropotencialqueel depósitode susresiduosen los tejidoscomestibles

puedarepresentarparalosconsumidores,hallevado a las autoridadessanitariasde numerosos

paisesaconsiderarelusode estefarmaco,ilegal, entantoencuantono esténsuficientemente

aclaradaslas dudasal respecto(Reedsel al., 1988; Re et aL, 1993;Directiva96/22/CEdel

Consejode la Unión Europea;Kuiper el aL, 1998;Mitchdll y Dunnavan,1998).

Elclenbuterolesun agonista132 especificoqueposeeaccionesanabolizantesen un gran

númerodeespecies,incluidala humana
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Agonistasbela-adrenégicos Introducción

El incrementoproducidosobreel crecimientomuscular,visto en numerosasespecies

tratadasconestecompuesto,sugierequelas nuevastecnologíasbasadasen la manipulación

del sistemaadrenérgico,puedenresultardegranutilidad enrelaciónal objetivode incrementar

laeficaciade los nivelesde produccióndelganadoestabulado(Belbanseny Deshaies,1992).

15



CienMuero!: características generales Introducción

CLENRUTEROL: CARACTERÍSTICAS GENERALES

o Estructura

Químicamente,el clenbuterolesunafeniletanolaminasustituida,cuyafórmulaes4-

ammo-3,5-dicloro-cc((1,í-dimetil)metil))-3,5-diclorobenzilalcohol) (véasefigura 8).
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Figura8

Comotodo J3-agonista,suestructuraessimilar a lade las aminassimpaticomiméticas.

Perteneceal grupode lasariletanolaminas,con unagran semejanzaa la epineflina,ya que

poseeuna estructurabeta-fenil-etanol-amina(Sanz Pérez, 1995), y dependiendode los

radicalesqueocupenlasposiciones3, 4y5 delanillo aromáticoy de los radicalesde la cadena

lateral, se originan nuevos compuestos como carbuterol, salmeterol, cimaterol

mabuterol,clenbuteroletc...(Illera, 1993).

o Vía deadministración:

En la prácticaclínica, el clenbuterol,al igual que otros ~-2 agonistas,puedeser

administradomedianteinhalacióndirectaal pulmón(atravésde aerosoleso nebulizadores),

myectado(subcutánea,intramuscularo endovenosamente)o porvía oral, dependiendo,su

biodisponibilidadde lavíaempleada(Morgan,1990)(véasefigura 9).
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presentagranresistenciaa la sulfatación.Debido a estasmodificacionesposeeunamayor

biodisponibilidadsistémica,un aclaramientometabólicomásbajoy unavidamediamáslarga,

por lo que esmásrecomendable,que enel casode otros compuestos,la vía oral parasu

utilización (Morgan,1990).

Al seradministradoporvíaoral, produceun incrementode:

+ la gananciade pesocorporal

+ síntesisproteica

+ masamuscular

n Riodisponibilidad:

La absorcióndependede la víade administración.Porvíaoral, la absorciónesrápida,

alcanzándoselos mayoresnivelesplasmáticosentrela ía y 3~ hora,debidoa la gransulfatación

queexperimentaenhígadoe intestino delgado.Porvíasubcutáneao intramuscular,esmucho

másrápida,alcanzándoselasmáximasconcentracionesdentrode los 15-30primerosminutos,

pero comocontrapartida,la duraciónde suefectoesmenor(Morgan, 1990; Moore el aL,

1994).

El metabolitodelclenbuterolqueseencuentraen mayorproporcióny obtenidoa partir

de la fracciónmicrosomalhepática,es la hidroxilaminadel clenbuterol.Estudiosrecientes

(Zaleo el aL, 1998), handemostradoque enganadobovino seha detectadoademás,otro

metabolito,el ácido4 amino-3,5 dicloro benzoico,cuyo conjugadoglicínico, el ácido4 amino

3,5 diclorohipúricoha aparecidotambiénen hepatocitosde rata.

Posteriorniente,seeliminaen formade metabolitosconjugadossulfatados(Taburcty

Schmit, 1994),a travésde la orina.
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~‘ Caráctert5-agonista

El clenbuterol,esunagonistaparcial,queposeeunaalta afinidadpor los receptores

~ y másmoderadapor los ~ (Waldecky Widmark, 1985). Poseeefectosbroncodilatadores

y, curiosamenteuna relativaeficacia en la activaciónde los receptores13~ y >~2 venososo

cardiacos.Ésto se demuestraporquecon respectoal aumentode la frecuenciacardíaca,es

menospotenteque el isoproterenolalcanzandotan sólo un 45% del máximo incremento

producidoporéste(Hoeyel aL, 1995).

PareceejercerefectosJ3~ y ~2 agonistas,cuyo resultadoesla estimulacióncardiacaal

actuarcomoagonista13~ y vasodilataciónsilo hacecomo ~ (Brockwayel aL, 1987).La alta

potencialidadagonistaesel resultadode laelevadaafinidadporlos beta-receptoresdebidoa

sueficaciaparaestimularlos mismos(Lafontanet aL, 1988).

Distintosestudioshandemostradoqueel clenbuterol,trassuadministraciónsistémica,

atraviesala barrerahematoencefálica(Dooley y O’Donnell, 1985), ejerciendosus efectos,

directamente,sobreel sistemanerviosocentral,actuandosobreel comportamientoal estar

mediadosciertosefectospor los receptores¡3-adrenérgicos.Así, porejemplo,el clenbuterol,

reducela actividadlocomotora,suprimela ingestade comiday disminuyela capacidadde

respuestareflejaenlas ratas(McE]roy y O’Donnell, 1988).

Los efectospromotoresdelcrecimientoejercidosporel cleubuterol,estánfUertemente

mediatizadosporla estimulacióndirectade los receptores~ localizadoseneltejido muscular

y, también,indirectamenteporlasvariacionesdelas concentracionesplasmáticasde hormonas

catabólicaso anabólicascomo puedeser el caso de los glucocorticoides,hormonadel

crecimientoo insulina. Si las hormonaspuedenalterarla respuestadeltejido adiposofrente

a las catecolaniinasendógenas,tambiénpuedenafectara la respuestade la musculatura

esqueléticafrentea los agonistasbeta2 exógenos(Sillenceel aL, 1995).
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~‘ Efectos

Los efectosproducidostraslaadministraciónde clenbuterol,orientansuaplicaciónen

tomoa dosvertientesconcretasy determinadas:

»» Terapéuticas

»» Metabólicas

a.- Efectosterapeút¡eos

* Suaplicaciónmásfrecuenteenesteámbito,le hasituadocomoagentebroncodilata-

dor tantoen MedicinaHumanacomoVeterinaria(Martínez Navarro, 1990),lo queha sido

aprovechadoparael tratamientodelasma(Masnattay Rubio, 1992;Drennany Yong, 1994)

y otrasenfermedadesrespiratoriasde tipo obstructivo, ya que relaja la musculaturalisa

bronquialy disminuyela resistenciade lavíaaérea(Pascualet al., 1994).

* Otrade las aplicacionesparalasque,tradicionalmente,seha venidoempleandoes

como agentetocolitico, en virtud de su capacidadpararelajar la musculaturalisa. Ello se

aprovecha,fundamentalmenteen ganadovacuno,ya queal actuarcomomiorrelajanteuterino,

selogranevitarpartosprematuros(Brocwayel aL, 1987;Re el aL, 1993).

* Estimulantecardiaco,porsusefectoscronotrópicoe inotrópicopositivos,lo que

resultade granutilidad entratamientosde urgenciade bradicardiasproducidasporbloqueo

cardiacoo cuandoesnecesarioaumentarlacontractilidadmiocárdica(Hughesel al., 1983).

* Tratamientodevariosprocesosdegenerativos,como sehademostradoenmodelos

animalesde desnutricióno caquexia,queinevitablementellevaaparejadotodo procesotumoral

(Batesy Pelí, 1991).Estudiospracticadossobreratasa las que se les inducecierto tipo de

tumoresy seadministraclenbuterol,asociadoa agentesque actúansobreel procesode

replicacióncanceroso,demuestranquelos efectosanabólicosdel clenbuterolpreservanla masa
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musculary el contenidoproteico,traduciéndoseen unareduccióndelcrecimientodeltumor

(Hollengael al., 1990).

* Tratamientode enfennedadesquevanasociadasaun catabolismomuyelevado,como

eselcasodegrandesquemaduras,diabeteso denervaciónmuscular(Chanceet al., 1991).

* Retrasalaatroflaproducidaenciertaslesionesmusculares,comodistrofiaso atrofias

debidasala no movilizacióndelos miembros.Así, en ratas,cuyamusculaturaesqueléticaha

sido sometidaadistintosprocesosdedenervación,sepuedeponerde manifiestoestehecho,

lo quepuedeserfácilmentedemostrablemediantelasmedidasdelpesohúmedoy contenido

proteicomuscular(Pullary Webster,1977).El efectoejercidopor el clenbuterolsobrela

síntesisproteica,enlos casosdeatroflamuscular,puedeserdebido,bienaposiblescambios

enlacapacidaddelARN entodoel músculoo sobreun nivel especificodelm-ARN, (Babij y

Booth, 1988),o al fenómenocombinadode la reducciónde la constantede degradación

proteica (Ka) e incrementode la constantede síntesisproteica(1<,), debido a la acción

anabolizantequeejerceel clenbuterolen el músculoinervado,lo queconduceala hipertrofla

de las fibras (Chooel al., 1990;Mantleel al., 1992).

* Como coadyuvanteen el empleode los agentesantiobesidad,yaque ademásde

incrementarel índicemetabólico,tambiénestimulala síntesisproteica,lo quepuedeayudara

prevenirla pérdidade masamagracorporal,asociadaa la reduccióndepeso(Emeryel al.,

1984). Los compuestosque tienen propiedadesde lipomovilización, poseenun efecto

“antiobesidad”enroedoresgenéticamenteobesos(ratfa/fa, sourisob/ob).El clenbuterolactúa

sobrelasreservaslipidicasde los animales,al asociarsusefectoslipoliticos y antilipogénicos,

lo queconduceaun desequilibrio,responsabledela creaciónde un determinadonivel de tejido

adiposoy la reducciónde la síntesisde ácidosgrasos,permitiendounareorientaciónde los

glúcidoshaciael músculo(Lafontanel aL, 1988).
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b.- Efectosmetabólicos

Los efectosmetabólicosestánrelacionadoscon laconcentracióntisular de Adenosín

monofosfatocíclico (AIVIPc). A nivel musculary hepático,la conversiónde Adenosíntri-

fosfáto(ATP) enAMPc seproducedemaneraaceleradaal igual que la activaciónde distintas

enzimas,fUndamentalmentede tipo fosforilasa,quecatalizanla transformaciónde glucógeno

en glucosa, aunquetambién están implicadas otras, como proteinquinasas,lipasas y

fosfofructoquinasas.De estamanera,seproduceuna aceleraciónde la movilizaciónde los

ácidosgrasos,formándoseácido láctico ensangre,hígadoy musculaturaesquelética(Both,

1988).

Tambiénmuestraunatendenciaespecialhaciael incrementode la lipolisis y/o descenso

de la lipogénesis(Del BarrioetaL, 1991).En los tejidosadiposoy muscular,esel responsable

de que los nutrientesseandirigidos fuera de los depósitosgrasoshacia la formaciónde

proteínas(Martínezel aL, 1991),quecontribuyena la formaciónde musculaturaal utilizarse

las cadenascarbonatadasde los ácidosgrasoslibres, en la formaciónde aminoácidos(Sanz

Pérez,1995).

El costeenergéticode los depósitosgrasosy proteicosesel resultadodelincremento

producidoporla energíaproporcionadaporel alimento,quese conocecomunmentecomo la

energíametabolizablequeserequiereparaproducirun incrementodeterminadoenla grasao

proteínascorporales.El de los depósitosde grasasepuedemedir fácilmenteen animales

adultosya que,en estoscasos,la retenciónde energíaen formade proteínasesmenory el

porcentajede la energíametabolizablerequeridapara mantenerel balanceenergético

(‘requedmientodemantenimiento”)no difiere muchodelas medidassucesivasrealizadassobre

la producciónde calormetabólico,a los distintosnivelesde la energíametabolizableingerida

(Pullar y Webster,1977).Sin embargo,el de los depósitosproteicosno resultatansencillode

valorar,ya que encomparaciónconlas grasas,ésteseproduceenmenorcuantía.
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MECANISMO DE ACCIÓN DEL CLENBUTEROL

Los pequeñosroedoresde laboratorio(ratay ratón) constituyenlos mejoresmodelos

experimentalesparaelestudiode los mecanismosde acciónde los J32-agonistas,comoagentes

dereparto,debidoala existenciadel tejido adiposopardo(BAT) o grasaparda,en unamayor

proporciónqueenel restode lasespecies.Estetejido esmorfológicay ifincionalmentedistinto

altejido adiposoblanco,yaque estámásvascularizadoe inervado(Yangy McEfligot, 1989).

Poseereceptoresi3~ y ~ éstosúltimos enmayorproporcióny, enroedores,juegaunpapel

fUndamental en la termogénesis,fenómeno,que como veremos posteriormente,está

íntimamente ligado al consumo o ahorro de energía, según sea o no estimulada

adrenérgicamente.En las especiesqueposeanpoco o nadadegrasaparda,los factoresde

repartopermiten,probablemente,unamayorutilizaciónde la energíadisponibleparaaumentar

el incrementode lasproteínasa nivel muscular(Lafontanel aL, 1988).

Aunquebásicamente,todaslas teoríaspropuestaspor los distintosautorescoinciden

en lo referentea los efectosproducidosporel clenbuterol,no ocurrelo mismocon respecto

a losdiferentesmecanismosporlos quesonllevadasa cabodichasacciones,pudiendoafirmar

quetodavíano sonbienconocidos.Mientrasque suspropiedadesfarmacológicasjustificande

unamaneraclaray evidentesu aplicaciónenTerapéutica,tantoHumanacomo Veterinaria,no

sucedeigual conrespectoal papelquedesempefianen el conjuntodeprocesosimplicadosen

las distintasfasesdelmetabolismo.

Podríamoscomprendermejorel mecanismode accióndelclenbuterol,si estudiamos,

por separado,los complejosfenómenosquese desarrollanparallevar a cabosuactividad.Así

estructuraríamosla llincionalidad de este13-agonistaendosvertientesclaramentedefinidas:

a.- Activaciónde los receptoresadrenérgicos

b.- Activacióndelmetabolismo:
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- Lípidos

- Prótidos

- Glúcidos

Porúltimo, nos centraremos,en las repercusionesquetodosestosfenómenostienen

lugar a nivel de dos tejidos, cuyaconsideraciónes imprescindible,a la horade evaluarsu

efectividad:

c.- Tejido muscular

d.- Tejido adiposo

a.- Activación de los receptoresadrenérgicos

Los 13-agonistassonlos responsablesde los efectoslipolitico e inotrópicopositivos,al

actuarsobrelos receptores~ y de laestimulaciónde la glucogenolisisy de larelajaciónde los

músculoslisos, bronquios,vasossanguíneos,víasgénitourinariasy gastrointestinalescuando

lo hacensobrelos receptores~~2•

La selectividadtisularporel incrementode potasio,como respuestaa los agonistas

adrenérgicos,esde especialinterésyaquelos tratamientosprolongadosconagonistasdeltipo

~ comoesel casodelclenbuterol,producenun incrementode los depósitosproteicosen la

musculaturaesquelética,pero no enotros órganoso en otros tejidos. Es evidenteque el

tratamientoconclenbuterolincrementalasíntesisproteicamusculary disminuyela degradación

proteicatambiénanivel muscular(Cardosoy Stock,1998),pero los mecanismosde unión que

estimulanlos receptores13-adrenérgicosparacualquierade estosprocesossonporel momento,

desconocidos(Mersmann, 1998). Se ha sugerido la existencia de una vía humoral

intermediaria,pero tambiénha sido completamentedescartada,aceptándosecomo la más

probable,la estimulacióndirectasobreel músculoesquelético,que eseltejido efector.Esto

sugierequelos post-receptoresde lamusculaturaesquelética,difierende los receptores13 en
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otrostejidoso que el clenbuterolactivaun receptoratípicoligado al recambioproteicoque

sólo apareceenmusculaturaesquelética.Sin embargo,yaqueel músculoesqueléticojuegaun

papeldominanteenla respuestade hipokalemiaa los agonistas~ selectivos,esposibleque los

efectosselectivosdelclenbuteroly de otrosagentessimilaresen el incrementoproteicode la

musculaturaesquelética,tenganalgo que ver con la activaciónde la Na-K-ATPasay los

posteriorescambiosdelsodioy potasiointracelulares(Cartañay Stock, 1995).

La autorregulaciónde los receptores‘~2 adrenérgicos,durante el tratamiento

prolongadocon clenbuterol,es la responsablede atenuary limitar la respuestatrófica del

músculoesquelético.Ciertosautores(Cartañael aL, 1994)afirman queesteprocesotiene

lugar entre los días 10 y 15 de su administraciónaunqueel contenidode glucógenodel

músculo,que es indicativo de una glucogenolisis132 mediada,se reducesignificativamente

despuésde 10 díasde alimentacióncon clenbuterol,sin que ello supongala existenciade

alteracionesfuncionalesporpartede los receptoresresponsables.

Es probableque el clenbuterol,al igual que isoprenalinay epinefrina,estimulenlos

receptoresbetamusculares,incrementándoseporello la actividadde la adenilato-ciclasacon

la consiguienteelevaciónde la concentraciónde AMPc. El incrementodel AMPc podría

activarlaproteina-quinasa,AMPe-dependiente,produciéndosealteracionesen la fosforilación

realizadapor la glucógenosintetasay fosforilasa, de tal maneraque se ve aceleradala

glucogenolisisy desciendela síntesisde glucógenoresultante(MacLennany Edwards,1989).

b.- Activación del metabolismo

Sobreel metabolismo,como mencionábamosanteriormente,podríamosestablecer

distintosapartados:

1.-Glúcidos

Mediante la desintegracióna nivel hepático de los depósitosde glucógenopor
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activaciónde la fosfatasa,dando lugara una glucogenolisisrápidaenel tejido muscular,a

travésde la degradacióndelglucógenoa glucosay de éstaa ácidoláctico.

El tratamientoconclenbuterol,aparentemente,fuerzaal organismo,paraseleccionar

los precursoresgluconeogénicosa partir de otrosrecursos,que no seael propio músculo,

obteniéndolos,posiblementeapartir de los depósitosgrasos(Chanceet aL, 1991).

2.- Grasas

He aquíla mayordificultada la horade establecercriterioscomunes,yaquesus efectos

sondificiles de definir, puestoque:

(Z> Por una parteactúaindirectamenteen la deposiciónde la grasaal

aumentarel índicemetabólicoy el gastoenergético.

Ex> Partede la energíaingeridasedisipacon latermogénesiscon lo quese

evitala formaciónde grasas(Pessine al., 1983).

4> Se produceun aumentode la lipolisis, que se puedemedir por la

liberaciónde glicerol (seelevanlos lipidos totalesy triglicéridosen

sangre)y una disminuciónde la lipogénesis.

La importanciarelativade estosefectosesdificil de cuantificarya que se producen

variacíonesnotablessegúnsetratede pruebas¡ti vivo o ¡ti vitro, dosis,especieanimaly víade

administraciónde dichoagonista(Peterlay Scanes,1990).

3.- Proteínas

Aunque el clenbuterolproduceun aumentode la masamusculary el contenido

proteico,no estálo suficientementedemostradosi ello esdebidoa un incrementode la síntesis
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proteicao aunadisminuciónensudegradación.Ciertosautores(Emeryel aL, 1984;Quirke

elal., 1986;Williams, 1987)hanobservadoqueel incrementode lamasamuscularseproduce

porincrementarla síntesisproteica.En otroscasos,no seha halladoesteefectoenmúsculos

como,gastronemios,sóleos,plantaresy extensorlargo delpie (EDL). Deaquídedujeronque

la respuestaanabólicasedebíaal descensode la degradaciónproteicay no al incrementode

susíntesis.

Estudiosrealizados¡ti vitro (Chanceel aL, 1991)demuestranque seproduceun

descensodela concentraciónmusculary de la liberaciónde 3-metilbistidinade los músculos

de rata tratadascon clenbuteroly privadasde comida. Estosresultadossugierenque la

degradaciónproteicade las miofibrillas sereduceespecíficamente,despuésdeltratamientode

ratassometidasasituacionesdondeseproduceun elevadocatabolismo.Estareducciónenla

degradaciónde actinay miosinapuedeserla causaprincipaldelahorromuscularobservado.

Otros autores(Stantonel aL, 1969; Deshaiesel aL, 1981; Rothwell el aL, 1987) han

informadoacercade unainhibición(mediadaporlos receptores13) de los aminoácidos(alanina

y glutamina)liberadosdel músculoesquelético,incubado¡ti vitro, y puedequeéstoseadebido

al incrementode la síntesisproteicao a la disminuciónde la proteolisis,o quizáa la acción

conjuntade ambosprocesos.

In vivo,el efectomásespectaculary persistentequeseha observadoesun considerable

aumentoenla retencióndenitrógeno,quesedetectacuantificandolaexcreciónde creatinina.

Éstoseobservaenlasfibrasconmenormetabolismooxidativo,mientrasqueenpiel, intestino

y otrosórganosinternosseproduceel fenómenocontrario.Estoshechoshansido confirmados

en rata,dondeseha visto que se produceun estímulode la síntesisproteica(Emeryel aL,

1984). Algunosautoresatribuyenel crecimientomusculara la disminuciónde la tasade

nitrógenoureicoen sangre(BUN), lo que essugestivodeuna reduccióndel catabolismo

proteico(MartineauelaL, 1993).

Los incrementosmetabólicos,originados como consecuenciade la degradación

proteica, han sido observadoscuando se alcanzael crecimiento despuésde estadosde
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malnutrición y durantela hipertrotiamuscularinducidapor el estiramiento(Emeryet al.,

1984).

El clenbuterolno esunasustanciaque lleve emparejadala retenciónde líquidos,al

menos en la musculaturade rata y por ello no es probableque ejerzaun efecto de

mineralocorticoideaeseniveL Elcleubuterol,aparentemente,fracasa,a la horade incrementar

elmetabolismooxidativo sobreciertossustratos¡n v¡tro, lo cual,puedeseratribuido avarios

factoresque incluyenno sólo pequeñasdiferenciasen la estructuramolecular,sino también,

la especie,vía de administracióny, posiblemente,el que existanvíasmetabólicasdistintas

comparadascon lasde los humanos(Re elaL, 1993).

c.- Mecanismodeacción anivel muscular

Traslaadministraciónde agonistas13-adrenérgicosseproduceunaintensahipertrofia

muscular,sobretodo anivel de los cuartostraseros,masporhipertroflaque porhiperplasia

de lasfibras (SanzPérez,1995).Sehacomprobadoqueel clenbuterolestimulala hipertrofia

de las fibras en los músculossóleosde rataneurectomizada.La respuestadel crecimiento

muscular,producidaporel clenbuterol,no muestraespecificidadporel tipo de fibra muscular

(contracciónlenta,rápidao mixta) sobrela queejerzasuacción(McEliigott el al., 1987).

Del mismomodo,no todoslos músculossevenigualmenteafretados,correspondiendo

el efectomásnotorioa los gastronemios,cuyo incrementova asociadoa un incrementode la

smtesisproteica(Choo el al, 1992)medianteun marcadoaumentode la concentraciónde

AMIP cíclicoa estenivel (Mooreeta!, 1994).

En general,podemosdecirqueestefenómenoseproducepor la alteracióndevarios

procesosimplicadosenel controldelmetabolismoproteicoenel músculo.Aquí juegaun papel

importantísimoel transponede calcio, a travésde la membranaplasmática,mediantelos

canalesdecalcio. La concentraciónde ésteestáestrechamenteligada, tantoa la degradación

muscularproteicacomoalpropiopapelquejuegaen la síntesisproteica(Reedsel aL, 1993).
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Por otra parte,el calcio estáíntimamenterelacionadocon la regulaciónde los elementos

contráctilesdela musculaturaesquelética,estimulandola actividadde labombasodio-potasio.

El efectodel recambioproteico,puedeserdirecto,cuandolos 13-agonistasseligan

directamentea los receptoresde membranamuscularesy activanunaseriede procesosque

conducenal incrementodeproteínaso indirecto,cuandoéstosno activanlos receptores,sino

quedirigenlaproducciónde hormonaso de otrosfactoresqueentoncesactuaríansobreel

músculoo propiciandola estimulacióndel incrementode proteínas.

* Mecanismosdirectos:

Se refierenal recambioproteico,en fUnción del aumentode la síntesisproteicay

disminuciónde la degradación,y a la contractilidadmuscularque, representauno de los

factoresfisiológicos quemáspotentementeinfluyen sobreel desarrollode lamasamuscular.

Estábiendocumentadoel hechode quelos 13 agonistasalteranlaspropiedadescontráctilesdel

músculo(Mantleel aL, 1992). La reducciónde la contracciónmuscular,independientemente

de la causa,provocaun rápidodesgastemuscular(Mac Lennany Edwards,1989).

* Mecanismosindirectos:

Sonlos queafectanal recambioproteicomediantela actuaciónde ciertashormonas

(insulina,hormonadelcrecimiento,tiroxina, esteroidesgonadaleso glucocorticoides),enzimas

e inclusovariacionesdelfluido vasculary lasalteracionesa lasquepuedenversesometidastras

los tratamientosconclenbuterol.

4 Insulina:

Es desobraconocido(Jeffersonel aL, 1974)elpapeldetenninantequedesempeñaesta

hormonasobreel recambioproteico,debidoal efectodirecto queejercesobrela regulación

de los nivelesde aminoácidoscirculantes.
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Las accionesde la insulinasepuedenresumirde la siguienteforma:

Incrementael transportede glucosaenmúsculosy adipocitos.

Provocala lipogénesisy almacenamientoen el adipocito,de ácidos

grasosprocedentesdelos quilonileronesy lipoproteinas,poracciónde

la lipoproteína-lipasa.

Favorecela síntesisde glucógeno,por activaciónde la glucógeno-

sintetasae inactivaciónsimultáneade la fosforilasa(Gobema,1992).

Sobre]avía glucolíticaactivala fosfofructoquinasa,lapiruvato-quinasa

y la piruvato-deshidrogenasa.

Intervieneenel crecimientocelularinhibiendola proteolisis,sobretodo

anivel muscular.

Como hormonaanabolizante,la insulina da lugar a potentesefectossobre el

metabolismoproteicomuscular,tiene unamayorinfluenciaiii vftro sobrela lipogénesisde los

animalesno rumiantes,sin embargo,numerososestudioshan indicado que el papelde la

insulinaencuantoa la regulaciónde la lipogénesis,entejido adiposobovino,esinsignificante

(Priory Smith, 1983),yaque, segúnelgradodemaduraciónde los depósitosde tejido adiposo

puedevariarla sensibilidaddeltejido a la insulina, untejido adiposomenosmaduro,como el

tejido adiposointramuscular,podríatenerunamayorrespuestaala insulina en periodoscortos

de incubacióny/o encultivosde tejido durantelargo tiempo (Miller eí al., 1989).

En ratas,mediantetratamientosagudoscon13-agonistas,seestimulala liberaciónde

insulinaporpartedelas células13 pancreáticasteniendolugarestefenómenoen lasprimeras

fasesdeltratamiento(Morgan,1990).Porel contrariotras la administracióncrónicadisminuye

laproducciónde insulinaono ejerceningunainfluencia(Emeryel al., 1984).
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Se ha comprobadoque el crecimientomuscularestáestimuladopor13-agonistasen

ratasdiabéticaspersey enotrasa las que yatrogénicamentese les provocala enfermedad

(McElligot el al., 1987).

El númerode receptoresinsulínicosde los adipocitosde los roedoresdesciendeen

presenciade agentesqueincrementanla concentraciónintracelularde AMP cíclico (Lin y Mills

1989),cuyahidrólisisactivala triglicérido-lipasay seproducela liberaciónde los ácidosgrasos

libres. Estemecanismoesinhibido por la insulina, perolo queno estámuy claroessi esta

hormonaestimulala actividadde la fosfodiesterasao deprimela actividadde la adenilato-

ciclasao afectaaambosprocesos(Fiems,1987).

Otro aspecto,a teneren cuenta, es la disparidadexistenteentreel ejercicio y el

tratamientoconclenbuterol,conrespectoa la estimulacióndeltransportede glucosainducido

porla insulina.Existe unaestrecharelaciónentreel transportede éstay la capacidadoxidativa

de lamusculaturaesquelética.Estudiospracticadosen ratasZuckerhandemostradoqueel

ejerciciocrónicoincrementaestetipo de transporte,únicamenteen los músculosen los quese

produceun incrementode las enzimasoxidativas(citratosintetasay citocromooxidasa).El

tratamientocrónicocon clenbuterolda lugar a una reducciónen la degradaciónproteica

miofibrilar (Torganelal., 1993).

» Otrashormonas,comolas hipofisarias,jueganun papelfUndamentalen la regulación

delcrecimientonormalLa honnonadel crecimientoaumentasusnivelesenovejas,mientras

queenratastratadascon clenbuterolno se observancambios(Kim y Kim, 1997).

** La tiroxina es indispensablepara un crecimiento normal, aunquea elevadas

concentracionesescatabólica.Trasel tratamientoconbeta-agonistasaumentanlos niveles

plasmáticosde T4 circulante.

EstudiosrealizadosenratasWistar(Katsumatael al, 1991)hacensospecharque los

efectosdel clenbuterolsobrela alteraciónde la composicióncorporal,encuantoacontenido
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grasoy proteicoserefiere,puedenvariar, segúnel nivel de actividadtiroideadelanimal.Así,

enrataseutiroideas,el clenbuterolsemuestracomoun agentede reparto,hechoqueno sucede

cuandoseadministrael 13-agonistaaratashipotiroideas,encuyo casoni aumentael contenido

proteico,ni disminuyela fraccióndegrasacorporal.

fi> (flucocorticoides

Enalgunosroedores,talescomo hamsters,cobayay gerbillos,al igual queel hombre,

el principalglucocorticoidesecretadoesel cortisol, mientrasqueenotros,como la ratay el

ratón,esla corticosterona(Brieny Bannigan,1986).Los trabajosde Conleyy Bird (1997),

endondesehacereferenciaa las diferentesrutasmetabólicasde la esteroidogénesisadrenal

endistintasespecies,indicanquela rataproduceunamayorcantidadde corticosteronadebido

aun déficit de la enzimac-P450-l7a hidroxilasa-20liasa,responsablede la transfonnaciónde

pregnenolonaen cortisol.

La síntesisy secreciónde corticoidesse encuentrabajo el controlde la hormona

adreno-corticotrópica(ACTH), hormonahipofisariaque se libera como respuestaal factor

liberadorcorticotróficohipotalámico(CRE).Enprimer lugar, laACTH incrementael aporte

sanguíneoadrenal,y posteriormentela esteroidogénesisy secreciónde la mayoríade los

esteroidesadrenales(Woodman,1997).

En la circulaciónperiférica,los corticoidesse encuentrande tresmaneras:

- ligados a una proteínaespecifica, transcortinao CBG (globulina

portadorade cortisol)

- ligadosa la albúmina

- libres, o ligadosasustanciasno proteicas
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Encuantoasustúnciones,al mismotiempoqueseencargande regularel metabolismo

de glúcidos,proteínasy grasa,intervienende unamanerafUndamental,en dotaral organismo

de unamayorcapacidadde reacciónfrenteal estrés(De Paoloy Masoro, 1989).

Los glucocorticoidesregulanel númerode receptores13-agonistasy la sensibilidad

musculary a altas concentraciones,producenun fUerte desgastemuscular.Paraciertos

autores,las concentracionesplasmáticasde corticoidesno se venalteradas,ni encorderosni

en ratas,tras el tratamientocon clenbuterol(Choo el al., 1992). Otros,hancomprobado

medianteestudiosrealizadosenhembrasWistarde un añode edad(SillenceelaL, 1995),que

cuanto menor seala dosisde clenbuterol,las concentracionesde corticoides(cortisol y

corticosterona),aumentan.

4 Hormonasgonadalesesteroides,tampocoestáninvolucradasenlos mecanismos

de hipertrofiamuscularinducidospor los 13-agonistas,como lo demuestrael hecho de que

éstossonigualmenteefectivosenmachoso hembras,o enanimalescastradose hipofisecto-

mizados(Haynes,1994).

Sobreaparatogenital, el clenbuterolelevalas concentracionesde los receptoresde

estrógenosy progesterona,lo que conilevala apariciónde lesionesorgánicas,quenoshacen

pensarseriamenteenunadisminuciónde la flmncionalidadovárica(Peterlay Scanes,1990;

CerrutiSolaelaL, 1996).

.+ El flujo sanguíneotambiénseve incrementadopor la acciónde los betaagonistas

debidoalefectode vasodilataciónperiféricaporellosejercido.Comotambiénaumentaanivel

muscular,el crecimiento,asimismo,severáfavorecido.Pero,como esteefectoestemporalya

queva descendiendopaulatinamente,espocoprobablequeel clenbuterol,al igual queel resto

de los 13-agonistasejerzanun efectosobreel crecimientomuscular,sóloporunaalteracióndel

flujo sanguíneo(Yang y McElligot, 1989).

e.> Encuantoala influenciaqueejercenlasdistintasenzimas,los estudiosrealizados
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porMcElligot elal. (1989)sobreel efectoqueproduceen el crecimientode lamasamuscular,

la administracióncontinuao intermitentede beta-agonistas,como el clenbuterol,ponende

manifiestoque seproduceun incrementoenel tamañode la masamusculary los índicesde

recambioproteicosevenforzosamentealterados,aunqueesrealmentedifícil establecersi los

nivelesde proteínasexperimentanvariaciones,bienporel aumentodesu síntesiso por la

disminuciónde sudegradación.

La actividad enzimática,a nivel muscular,nos muestraun conjunto de enzimas

proteoliticas(proteinasasy peptidasasácidas,neutrasy alcalinas),responsablesde varios

estadiosdela degradaciónproteicaen cascada.Nos referimos,entreotras,a las catepsinasD

y B y a la NADG (N-acetilglucosaminidasa),que degradanlasproteínasde las miofibrillas

(PetrouetaL, 1995).

El incrementode la masamuscularobservadoen roedores,tanto inervadoscomo

denervados,trasel tratamientoconclenbuterol,no esel resultadode grandescambiosde la

actividaddedichasproteasasni tampocoobedecea espectacularesalteracionesde los niveles

de lasproteínasestructuralesmusculares(Mantleelal., 1992).Las alteracionesconcomitantes

de lacatepsinaB musculary el crecimientodel músculopodríanindicarnosqueestaenzima

colaboraríaen el crecimientoestimuladopor los betaagonistas(McElligot et aL, 1989).

d.- Mecanismode actuaciónen tejidoadiposo

La mejora de la composiciónde la canalproducidaporel clenbuterol,esen parte

debidaasu actividadbeta-agonista,ya quecomo esbiensabidoseproduceunaestimulación

de la lipolisis de lasreservasdeltejido adiposo,un incrementode la termogénesisde la grasa

parda,un descensodelnivel de degradaciónproteicay, en algunascircustancias,semanifiestan

muy claramentelos efectosanabólicosproteicos.

El tejido adiposopardojuegaun papelimportantísimoen la termogénesisinducida

tantoporla dieta,comoporel frío enroedores.Morfológicay flmcionalmentela grasaparda
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y la amarilla (blanca)son diferentes.La pardaestámásvascularizaday poseeunamayor

inervaciónsimpática(Challis et al., 1988).

Los adipocitospardos,secaracterizanpor la presenciade termogeninaen lapropia

membranade las mitocondrias.La termogeninaesuna proteínaespecíficadesligante,que

constituyela únicavía conductorade protonesquepermitela reentradade éstosenla matriz

mitocondrial,sin acoplarsea lasíntesisde ATP. Deestemodo,la respiracióny la producción

de calorpuedeproducirsesin reservasy no estálimitada por los requerimientosde ATP (Fain

y GraciaSáinz, 1983).La unióndel guanidíndifostúto(GDP) a estaproteínamitocondrial

mdica el índice del estadotermogénicode la grasaparda.El tratamientocon clenbuterol

originaun rápidoincrementode los puntosde unióndel GDPmitocondrial.

Tanto la estimulacióna ó 13 adrenérgicaspuedenaumentarla respuestatermogénica

anivel de la grasaparda,pero los receptoresa desempeñanunpapelde menorimportancia

(Youngeta!, 1984).

Los ácidosgrasoslibres, liberadosenel cursode la lipolisis, soncapacesde actuar

directamentesobrela termogenina;ello inducela transcripciónde ungende dichaproteína

dandolugarasíaunaneosíntesisde proteínaqueseintroduceenla membranainternade las

mitocondriasdeltejido adiposopardo(Ricquieret aL, 1986;Yangy Mc Elligot, 1989).

Estaestimulacióncrónicaprovocaun incrementode las reservasenergéticasa la vez

queunareducciónde tejidoadiposoblanco.Enel casode la rata,quecuandoesadultaposee

un tejido adiposopardo bien desarrollado,el clenbuterolejerceun efecto equivalenteal

producidoporun~ agonistacomoel prenalterol.Enestaespecie,el efectolipomovilizador

y tennogénicopuedeexplicar,enparte,la reducciónde la masagrasa,sin queello impida el

efectodelclenbuterolsobreel crecimientomuscular(Lafontanet al., 1988).Tambiénprovoca

una reducciónde la extensióndeltejido adiposoblanco,asociadoa un aumentodel tejido

adiposopardo intercapsular,aunqueestosefectos,son variablessegúnla estirpede rata

utilizada(BerneelaL, 1985).
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En cuantoa otrasespecies,los depósitosadipososdisminuyenen másde un 10%en

bovinosy ovinos, llegandoa alcanzarhastael 30-40%enciertoscasos(Liu y Mills, 1989).

Thorthon el al. (1985) demostraronque el clenbuterolposeeuna actividad lipolitica en

adipocitosaisladosdecordero,al mismotiempo quese produceunamodificaciónde la grasa

de coberturaperdiendoácidosgrasoslibres: palmítico (23-26%),esteárico(67%) y oleico

(63%) (Lafontaneta!, 1988).

Estudiosexperimentales,realizadosen ratas,han demostradoque se produceun

incrementodelmetabolismodelas grasas,quepuedeserdebidoaunaelevaciónde la actividad

de la lipoproteínalipasa(LPL) enel músculoy la utilizaciónpreferentede los ácidosgrasos

porel músculocomo recursoenergético,traseltratamientocon13-agonistas(Chanceel aL,

1991).La lipoproteinalipasacatalizala hidrólisis de los triglicéridos,formandoácidosgrasos

libres.Enlarata,estaenzimaselocalizapreferentementeen corazóny tejido adiposo,mientras

que en el hígadoseencuentraen estadoinactivo. La heparinaestáconsideradacomo un

activadorespecificodel grupoprostéticode la lipoproteinalipasa. Su destrucción,a nivel

hepáticopor la heparmnasa,puedejustificar la inactivaciónde la lipoproteinalipasaenhígado

(Felts y Mayes, 1967). Estudiosrealizadossobre el metabolismo de quioniicrones o

triglicéridos,enhígadosperifmndidos,demuestranque la activaciónde laLPL por la heparina

tienecomoconsecuenciaunoselevadosíndicesde oxidación,siendoaltamenteprobableque

la grasaformada sea utilizada rápidamentepor el hígado debido a la hidrólisis de los

triglicéridosenácidosgrasos(Feltselal., 1967).
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HíGADO, CLENRUTEROLY METABOLISMO

Un punto directamenterelacionadocon el metabolismoen generaly sobreel que

debemoscentrarmuyespecia]mentenuestraatención,yaqueesuno de los principalesórganos

dondeseproduceel mayor acúmulode clenbuterol,esel estudiodelhígadotantoestructural

como flincionalmente.

Macroscópicamente,el hígadode la rataestáformadopor cuatrolóbulosmayores

(mediano,lateralderecho,lateralizquierdoy caudalo accesorio)(Kohny Barthold, 1984).

Desdeel puntodevistahistológico,esun tejido heterogéneo,enel que el65%de las

célulassonhepatocitosy el 35%restanteestáconstituidoporcélulasno parenquimatosas,que

representanel 10%de lamasahepática(célulasendoteliales,de Kuppfer,de Ito y enhoyo o

“pit cells’». El estroma,estáconstituidoporespaciosporta,sinusoides,célulassinusoidalesy

vénulashepáticasterminaleso centrolobulillares(OrtegaeIspizua, 1993).

Estructuralmente,sepuedecontemplardesdedos puntosde vista: morfológicay

flincionalinente.

Conrespectoa la morfología,nosreferimosa los lobulillos clásicosenel quetabiques

conectivos tinos unen los espaciosporta entre si, delimitando zonas de parénquima

hexagonalesy en cuyo centro,sesitúaunavenacentral.

Desdeel punto de vistafuncional, los distintosautoreshablandel acinohepático,

constituidoporunaarteriolahepáticaterminal,vénulaportalterminal,uno o másconductos

biliaresy fibras nerviosas(Pooel aL, 1992).Enlos sinusoideshepáticosdestacalapresencia

de receptores132-adrenérgicos,que jueganun papel túndamentalen la microcirculación

hepática.
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En larata,sehademostradola existenciade receptores‘~2, en los sinusoideshepáticos

quejueganunpapelti.mdamental,enlo quea la microcirculaciónhepáticade estaespeciese

refiere (Pooel al?, 1992).Los efectosmetabólicosestánrelacionadoscon la concentración

tisulardeAMP-c. A nivelhepático,enla rata,laconversiónde ATP enAMIP-c seproducede

forma acelerada,igual que la activaciónenzimática,fUndamentalmente,por partede las

fosforilasas,quecatalizanla transformaciónde glucógenoenglucosa,aunquela mayoríade

los autorescoincidenenquela liberacióndeglucosano sevealteradapor los tratamientoscon

clenbuterol.Estudiosrealizadoscon ratas,sometidasa entrenamientofisico o en ayunas

(Davidsonel al?, 1993),hanpuestodemanifiestoqueel tratamientoconclcnbuterolno parece

modificar la liberación de glucosapor partedel hígado, sicndo sus principalesórganos

efectores,enestecaso,lamusculaturaesqueléticao el tejido adiposo.

Bonen el al?, (1986) sostienenque los niveles de glucosa se elevan, en el

entrenamiento,como resultadode la activaciónde los receptoresmusculares,pero no

hepáticos,en ratastratadasconclenbuterol,lo queseve acompafíadode un aumentode los

nivelesde insulina,perodependicndodeltipo de músculoafectado.

Mientrasqueenlos roedores(Torganelal., 1993)los efectosdelclenbuterolsobrela

liberaciónde glucosano estánsuficienteclaros,en otrasespeciescomoel ganadovacuno,si

sehacomprobadoqueen los animalestratadosse produceun incrementode dichosniveles

(Bruckmaiery Blum, 1992).

Por lo querespectaal metabolismoproteico,estudiosrealizadosenratas,sometidas

arestricecióndecomiday tratadascon clenbuterol(Cardosoy Stock, 1996),handemostrado

queseproduceun incrementode la concentraciónde proteínashepáticas.

El posible grado de hepatotoxicidadque pueda representarla utilización del

clenbuterol,adosissuperioresa lasterapeúticas,esnulo enroedores(Robertsel al?, 1994),

comolo demuestranlos estudioshistológicosy ultraestructuralesrealizadoshastael presente.

Enotrasespeciescomolas aves(BrambillaelaL, 1994)sehaobservadohepatomegalia,quizá
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debidoa la acciónmetabólicadelclenbuterol.

GLUCOCORTICOIDESDE SÍNTESIS:DEXAMETASONA

* Generalidades

Los glucocorticoidessintéticospresentantrescaracterísticasfUndamentales:

Máximacapacidadantiinflamatoriay mínimacapacidadde retenciónde sodio.

Menor capacidadde unión a las proteínasplasmáticas,permitiendode esta

manerasumejordistribucióntisular, y unaelevadaafinidadporlos receptores

esteroides.

« Alteración del eje hipotálamo-hipofisario-adrenal(HIJA) provocandola

supresiónde la secreciónde CRH y ACTH. Estudiosrealizadosenratashan

puestode manifiestoquesi lasconcentracionesde ACTH disminuyen,durante

unespacioprolongadode tiempo,las célulasde lacortezaadrenalseatrofian

y la respuestadelejeHITA, disminuyeprogresivamente(Fernándezy Sainz,

1997).

* Estructura

Los glucocorticoidesde síntesisseoriginanpartiendode la estructurabásicade un

glucocorticoide,que constade 21 átomosde carbonoendistribuciónpregnano,dobleenlace

C4=C5y un oxigeno en los carbonos3, 11 y 20. Medianteligerasmodificacionesen dicha

estructura(presenciadegruposcetónicos,doblesenlaceso átomoshalogenadosen ciertas

posiciones)se originanlos glucocorticoidesde síntesisquesuponengrandesdiferenciascon

respectoa la tbrmacocinética, farmacodinámicay afinidad por los receptoresde los

corticosteroides(Behrendy Kemppaínen,1997).
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Atraviesailicilmente lasbarrerasplacentariay hematoencefálicay semetabolizamucho

máslentamentequeel cortisoldebidoalradicalflúor presenteen el carbono9 de sumolécula.

Seacumulaentrelas12 y 36 horasenlos órganosmetabolizadoresy excretoresen frmnciónde

suvidamediabiológica,quevaríaentre36 y 72 horas(Ballarin elal., 1995).

En cuanto a su unión con las proteínasplasmáticas,al igual que el resto de los

glucocorticoides,seuneen distintaproporcióna la albúmina(15%)y la transcortinao CBG

(45%),mientrasqueotrafracciónrestante,la verdaderamenteactiva,esvehiculadade forma

libre en elplasma(40%),cuyavidamediaplasmáticaesde 200-300minutos.

* Metabolismo

Eshepático,porsulfo y glucuronoconjugación.

* Eliminación

Renal(orinaen un 70%)y hepática(bilis, enun 3 0%).

ACCIONES PRINCIPALESDE LA DEXAMETASONA

‘~ Es un potente antiinflamatorio debido a la supresiónde las respuestas

inflamatorias.

a Bloquca la sensibilización de los linfocitos y las manifestacionesde

hipersensibilidadmediadasporlas células(Jiangelal., 1996).

a Balancede nitrógenonegativo.

er Inhibición de la absorcióngastrointestinalde calcio y la función de los

osteoclastos,llegando a retardar e impedir el crecimiento del cartílago
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epifisario.

a Carácter hiperglucemiante, aumentando la glucogenogénesisy la

gluconeogénesis.

a A nivel hepático,estimulala formaciónde glucógenoy glucosa.

a A nivel musculary del tejido linfoide, inhibe la síntesisproteicay activa la

proteolisis.

ir Sobreel tejidoadiposo,favorecelaacciónlipolitica de la epinefrmnay OH. De

estemodo,utiliza los ácidosgrasoslibres y el glicerol liberado,como sustratos

parala formaciónde glucosa.

nr Junto con la epinefrinay el glucagón,previenedel exceso de la acción

hipoglucenuantede la insulina, prolongandovariashorasel aumentode la

glucemiaproducidoporellos.

ir Encondicionesde ayuno,potenciay aumentala duracióndelincrementode la

glucemia,producidoporel glucagón,epinefrmnay OH, mientrasqueacentúa

la movilizaciónproteica,evitandola hipoglucemiay permitiendoel suministro

de glucosaal SistemaNervioso,hastaque el organismoseadaptaal ayunoy

comienzaa utilizar los cuerposcetónicos,como fUente de energía(López

Calderón,1992).

a Con respectoa la función endocrina(Behrendy Kemppainen, 1997) no

pertenecienteal ejehipotálamo-hipofisario-adrenal,ladexametasonaproduce

los siguientesefectos:

Reducciónde la secreciónde lahormonadel crecimiento.
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A nivel gonadal,en machos,inhibe la LH y la testosterona,

mientrasque enhembrasda lugara anestrosprolongados.En

amboscasos,conducea fallos en la reproduccióne incluso

infertilidad.

Tiroides: es la glánduladondesehan realizadolos estudios

clínicosmásrelevantes,demostrandoquea elevadasdosis,no

estiniula la TSH-RE, mientrasque la respuestaa la TSH

disminuye.
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CLENBUTEROL ASOCIADO A DEXAMETASONA

El clenbuteroltambiénpuedeadministrarseasociadoaotrassustanciasque, aúnsin

conwortarsecomotalespromotoresdelcrecimiento,modifican,enciertamedida,los efectos

de aquellos.Es lo que se conocehabitualmentecomo “borradores”,ya que impiden la

deteccióndeaquellosproductosutilizadosfraudulentamente.Uno de ellos esla dexametasona

que,junto con la betametasona,constituyenuno de los gruposde corticoidesde síntesismás

importantes.

Existemuypocainformaciónbibliográficaacercade los efectosque los tratamientos

combinadosdeestasdos sustanciasproducenen las distintasespecies,aunqueen la gran

mayoríade los casossuutilizaciónsebasaen los efectosterapéuticosque tantoel clenbuterol

como la dexametasonaposeen.Así citaremoscomo ejemplos:

V Potencialefectoterapéuticosobrela enfermedadde Alzheimer(Emmetet al.,

1997),al estimularla liberacióndel factorendógenode crecimientonervioso

(NOF),queprevienela degeneraciónneuronaldel SistemaNerviosoCentral,

ya queestefactor esincapazde atravesarla barrerahematoencetálica.

Sobrelos estadosanabólicosy catabólicosdelas diferentesvíasproteolíticas

a nivel muscular.Mientrasqueel clenbuterolreducela degradaciónproteica

total, y la degradaciónproteicamiofibrilar, ladexametasonano produceningún

efecto,actuandode estemodode formacompensatoria,frentea la interacción

de hormonas(anabólicasy catabólicas)del organismo(Fernándezy Sainz,

1997).

g Distúncióndiafragmática.Estudiosrealizadosen conejoshandemostradoque

mientrasqueladexametasonaproduceunadisminuciónde lacontractilidaddel

diafragma,el clenbuterolproducebipertrofiadel diafragmay disminuye¡a

atrofiainducidaporla dexametasona(Jianga’ aL, 1996).
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st El tratamientomás efectivo en la enfermedadobstructivacrónica de los

caballos se consiguecon la administraciónde dexametasonasistémicay

clenbuterol(Mair, 1996).

Efectosbeneficiosossobrela atrofiamuscularinducidapor la utilizaciónde

glucorticodies,ya que el clenbuterolantagonizael efecto catabólicode la

dexametasonasobrela musculaturaesquelética(Agbenyegay Wareham,1992).

Tantoel clenbuterolcomo ladexametasonasonderivadosde síntesiscuyasacciones

estánprofUndamenteligadasal SistemaAdrenérgico.Administradosconjuntamentetienen

ciertos efectos“permisivos” sobreotros sistemas,como por ejemplo, con respectoa la

gluconeogénesis,paralo cualesnecesariala presenciadeglucocorticoides,o sobrela lipolisis,

que estámediadapor lascatecolaminas(Goberna,1992).Estainterdependencia,favorecida

porel empleode corticoides,puedetenerciertainfluenciaa la horade potenciaro enmascarar

ciertosefectosproducidosporpartede los doscompuestosy quetávorezcanunautilización

ilegale indiscriminadadel clenbuterolcomo agenteanabolizante.
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Animales Material y Métodos

Animales.-

Hemosde comenzardiciendoque los animalesutilizados en nuestroestudio,frieron

obtenidosmedianteel establecimientode distintoscruces,realizadosenel Pabellónde Animales

de Experimentación(N0 de RegistroOficial EX-O1 1-U) del Departamentode FisiologíaAnimal

de laFacultadde Veterinariade laU.C.M. Los animalesreproductoresprocedíande Harlan,U.K.

Limited y pertenecíana la estirpeLong-Evans(LE/CppHsd),consucorrespondientecertificado

de SaludAnimal de acuerdocon al articulo 4 de la Directiva 92/65 del Consejode la Unión

Europea,siendoHarlanIbéricaS.A. el proveedorde los mismos.

Los animalesfueron seleccionadospor pesosy edadesy mantenidosen las mismas

condicionesde alojamientoy alimentación.

Encuantoasudistribución,sealojaroncincoanimalesporjaula; éstassonde poliestireno,

de unasdimensionesde 25x40x15 cm, siendoalimentadosabasede piensoenformadepellets

y agua,ambosatt libilum.

El piensoutilizado fue suministradopor InterfaunaIbéricaS.A., cuyacomposiciónesa

base de forrajes, productosy subproductosde granos cereales,cereales,productos y

subproductosde semillasde oleaginosas,productosde pescado,minerales,pre-mezcíavitamínico

minera!, aceitey grasas.El análisismedio,reflejó la siguientecomposición:

ve Proteínabruta%

ve Cenizasbrutas%

y Celulosabruta%

y’ Grasabruta %

ve Cobremg/kg

ve VitaminaA UI/kg

ve VitaminaD
3 U/kg

15,00

5,70

5,20

2,20

7,00 (sulfatocúpricoheptahidratado)

12.000

14.00
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ve VitaminaE (mg/kg tocoferol)60,00

Lascondicionesde luz (ciclo 12/12),humedadrelativa(50-55%),temperatura(20-220C)

y renovacionesde aire (10-15/h)dela habitación,fueronlasmismasparatodoslos animalesy a

lo largode todoelperiodoexperimental.

Elnúmerototalde ratasutilizadas,teniendoencuentaqueno huboquedesecharningún

animalporcuestionesaccidentales,como fallecimientosprematuroso presentaciónde estados

patológicosirreversibles, fue en total de 210. Se agruparonen lotes constituidospor cinco

animales(n=5)deacuerdoal siguienteesquema:

i~~’ Tratadascon Clenhuterol:

6 lotesde animalesadultosy 10 lotesde animalesimpúberes,(n5), y sus

controlesrepartidosen 5 y 10 lotesrespectivamente(n=5). El número

totalde animalestratadostite 80 mientrasqueel númerototalde animales

control, 75.

ir Tratadascon la asociaciónClenhulerol+ Dexainetasona:

6 lotes de animalesadultostratados(n5) junto a 5 lotes de animales

controles(n=5).El númerototal de animalestratados,enestecasoesde

30 y, el de los utilizadoscomocontrol, 25.

Tantoen la manipulacióncomo enel desarrollodeltrabajoexperimentalseobservaron,

con el máximo rigor, las medidascontempladasen la Legislaciónvigente, del R.D. 223/88

respectoa la Protecciónde los Animalesde Experimentacióny a la propiaética que nuestra

condiciónde investigadoresnoscomprometeconrespectoaevitar cualquiersufrimientoal animal

porleve quefUere o nospareciere.
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Tratamiento.-

Los animalesfueronsometidosadostipos de experimentossiguiendoel métododescrito

por Choo et aL (1990). Todos los tratamientosse realizaronpor vía oral (Morgan, 1990)

utilizando trócaresrectosde 20 G x 11/2”. A cadaanimaltratadose le administró 1 ml de la

solución,quedetallaremosacontinuación,aprimerahorade la mañana.

t ExperimentoA: mediantela administracióndiaria declenhuterola unadosisde

1 mg/Kg diluido en solución salina al 0,9%, durante45 días,

siguiendoel procedimientode otrosautorescomo Chanceet al.

(1991)y respetandoposteriormenteunperiododeretiradadc20

días.

Paraello seemplearondosgruposde animales:impúberesy adultos,agrupadosen lotes

controly problema(1r5). Lospesosde los animalesimpúberesoscilabanentornoa los 90-100

g y los de los adultosentre250-300g.

ExperimentoE: mediantela administracióndiaria de la asociaciónde clenbuterol

y dexametasona.El clenhuterola la mismadosisqueenel caso

anteriory la dexametasona,(Decadrán,Merck SharpDome de

España)administrada10 díasantesde finalizar el tratamiento

medianteunaúnicadosisde 0,1 mg/kg. porvia subcutánea.La

duracióntantodeltratamientocomodelperiodode retirada,fije

la mismaqueenel ensayoA.

Enestecasosólo scemplearonanimalesadultos,conunospesosmediosde250-300g

y distribuidosen lotesproblemay control (¡rS).
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Descripciónde la faseexperimental.-

Se realizóunprimerpesaje,con una semanade antelaciónal comienzodeltratamiento,

paradistribuir, con la mayoruniformidadposible,a los animalespor lotessegúncl peso.

Una vez iniciados los tratamientos, se pesabanlos animales semanalmentey,

posteriormente,al cabode 2 horasde la aplicacióndeltratamiento,anteriormentedescrito,eran

tranquilizadosy sedados,con la asociaciónde Ketanuinay Xylazina (0,5 ml/animalpor vía

intramuscular)parallevaracabola recogidade sangrede lavenayugularsegúnFeldmany Seeley

(1988),utilizandojeringasde2 ml (Plastipakde BectonDikinson) y agujasde 25 0 (Microlance

3 de BectonDickinson).El númerototaldetomas,incluyendolos periodosdesupresiónfue de

13.

Sacrificioy obtención de lasmuestrasde los animales.-

Los díascorrespondientesa los sacrificios (0, 5, 10, 15 y 20 de laconclusiónde los

distintos tratamientos)los animalesfUeron anestesiados,con la asociaciónde Ketaminay

Xylazina,y seprocedióa laobtenciónde sangremediantepuncióncardiaca(Brieny Bannigan,

1986)utilizandojeringasdeSml (Plastipakde BectonDickinson) y agujasde 25 0 0.5 x 16 mm

(Microlance3, BectonDickinson).

Unavezrecogidalamuestra,sellevarona cabolos métodosde eutanasia,practicados

con todoslos grupos,que consistieronen la tranquilización(U.S. Departmentof Healthand

Human Services,1985)a basede Ketaniina(Ketolar 50 mg, ParkeDavis, WarnerLambed

Company,NJ USA) y Xylazina (Rompún,BayerAG LeverkusenAlemania),segúnel método

descritoporFlecknell (1987),y posteriormentedislocacióncervical(Feldmany Seeley,1988).

La recogidade sangre,serealizóentubosde vidrio de 12 ml de capacidad,previamente

heparmnizados(con heparmnaal 10%, Rovi S.A.), con una concentraciónde 40gW sangre,y

posteriormentefUe sometidaacentrifUgacióndurante20 minutos,a40(2 y 3.600rpm(Minifuge
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RF Heracus).Una vez obtenido el plasina, las muestrasfueron alicuotadas,identificadasy

conservadas,a ~300Cde temperatura,hastaque fUerondescongeladaspararealizarlas técnicas

analíticasde laboratoriooportunas.

Posteriormentea la recogidade sangre,se procedióa la hepatectomíatotal, pesajede

órganosy recogidade una porciónde los mismosconservadaen formol al 10% y otra en

glutaraldehidoal3%, parallevar a caboel estudioanatomopatológicoanivel de microscopia

óptica y electrónicarespectivamente.Otraporción, fue recogiday congeladaa ~30ÓC,para

determinarlaconcentraciónhepáticade clenbuterol.
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ANÁLISIS HORMONALES

Las determinacionesde las concentracionesplasmáticasde las hormonasesteroides

progesterona,1 713-estradiol, androstenodiona,cortisol y corticosteronafueron realizadas

medianteel métodoenzimoinmunoanalítico,ELISA de competición(VanWeemeny Schuurs,

1972; Munro y Stabenfeldt,1984; Sauerel al., 1986; Van de Wiel y Koops, 1986; Marcusy

Durnford, 1986; Maurelet aL, 1986;Prakashet al., 1990),puestoapunto segúnel método

descritopor Silván(1991),enel Departamentode FisiologíaAnimal de la Facultadde Veterinaria

de la UniversidadComplutensede Madrid ( Illera el aL, 1992;Illera etal., 1993a;Illera elaL,

1993b;Illera etaL, 1996; Blasset al., 1996 ; Blass, 1997;Illera et aL, 1997).

La determinaciónde lasconcentraciones,tantoplasmáticascomohepáticas,de clenbuterol

fUeronrealizadasmedianteELISA de competición,puestoa punto segúnel métodode Blass

(1997),tambiénenel mismoDepartamento.

La determmacionde las concentracionesde insulina, fUe realizadamediantela técnica

ELISA sandwich, mediantela utilización de un sistema automáticoen tubo (Boheringer

MannheimImmunodiagnosticsES 22).

Determinacióndeprogesterona,1713-estradiol,androstenodiona,cortisol y

corticosteronamediantela técnicaELISA decompetición.

Una vez obtenidos los anticuerpos y conjugadospara desarrollar el método

enzimoinmunoanalítico,ELISA de competición,serealizó la puestaa punto del mismo que

consistióen

* Definición de materialesy reactivosempleados.

* Fijación decondicionesdelensayo:tiemposdeincubación,temperaturade

realizaciónde lasdistintasetapasdelensayo,tiemposde lavadoy tapizado
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de las microplacas.

* Establecimientode lasdilucionesóptimasde trabajotantodelanticuerpo

comodel conjugadoparacadahormona.

* Construcciónde lacurvapatróncon laayudade unaseriede diluciones

estándarde cadahormona.

* Condicionesdeensayo

Siguiendoel criterio de Silván(1991),sonlas siguientes:

Fasesólida:

Seutilizan microplacasde poliestirenocon 96 pocillos (Dynatech).Las

placassesellanconadhesivosde acetatoparaplacas(INC Biomedicais

Inc.).

Condicionesde incubación:

a.- Inmovilizacióndelanticuerpoa la thsesólida: 16 horasa40(2•

b.- Reaccióndc competición:2 horas.

Tiemposde lavadoy tapizado:

a.- Lavados:de 5 a 10 segundoscadauno.

b.- Tapizadode las placascon la soluciónde conjugado:no debeser

superiora 10 minutosyaqueencasocontrario sepuedenobservar
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variacionesen los valores de absorbanciade las columnas

tapizadasenlos últimos lugares.

Material

ti PlacasELISA de poliestirenodc96 pocillos(Dynatech).

ti Selladoresadhesivosdeacetatoparaplacas(ICN Biomedicalsmc).

¿ Pipetasautomáticasde 10-100~dy de 100-1000gí (EppendorO.

ti Pipetamulticanalde ochocanalesde 50-250pi (Costar).

ti Agitador(Vórtex) Reax2,000 (Heindolph).

ti Pipetasde cristal de doble enrasede 5 y 10 ml (Protón).

ti Parafllm(AmerianCanCo).

¿ Tubosdeensayode cristalde 16 x 25 mm (BectonDickinson).

ti Puntas,de un sólo uso,de 10-100~il(Comfortips,Eppendorf).

ti Puntasde pipetamulticanal,25-250¡xl (Costar).

ti LectorautomáticoELISA (Biotek).

Reactivos

ti TMB (Tetrametilbenzidina)SustratoK (Labsystems).

ti Acido ortofosfórico:H3P04(Merck).

ti Etanolabsoluto:CH3CH2OH(Panreac).

ti Cloruro sódico:NaCí (Probus).

ti Dihidrógenofosfatomonoanhidratosódico:NáH2PO4.H20(Merck).

ti Di-sodiohidrógenofosfatoanhidro:Na2l{P04(Merck).

ti Carbonatoácidode sodio:NaI-1C03(Merck).

ti Albúminaséricabovina,fracciónV de Cohn(Sigma& Co).

ti Thimerosal(Acido benzóico2-((etilmercurio)tio),sal sódica(Merck).

ti Tween-20(Merck).

ti Anticuerpospoliclonalesobtenidosy caracterizadosen el Departamentode
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FisiologíaAnimal de la Facultadde Veterinariade Madrid: anti 1 7B-estradiol,

anticortisol, anticorticosterona,antiprogesterona,antiandrostenodiona.

ti Hormonasesteroidesestándar(SteraloidsInc., N.H. USA):

* 1 1,17,21-Trihidroxipregn-4-eno-3,20-diona:Cortisol.

* (1 1l3)-1 l,21-Dihidroxipregn-4-eno-3,20-diona:Corticosterona.

* 4-Androsteno-3,1 7-diona:Androstenodiona.

* (17)B-Estra-1,3,5 (1 0)-trieno-3,1 7-diol: Estradiol.

* 4-Pregnen-3,20 diona:Progesterona.

Solucionesamortiguadoras

SolucióntampónCarbonato-bicarbonato0.05M: pH9.6

Para1.000ml. de solución:

Na2CO3:1,59 g.

NaHCO3:2,93g.

Thimerosal1%: Smi.

Solucióntamnónde EIA: pH= 7.0

Para1.000mi. de solución:

NaH2PO4.H20:5,421 g.

NaHPO4:8,662 g.

NaCí: 8,7 g.

Albúminaséricabovina: 1,0 g.

Ihimerosal1%. 5 ml.

Conservara 40(2

Conservar a 40(2

Solucióntampónsustrato:pH= 4.8

S9



Análisishormonales Materialy Métodos

Esta solución se encuentrapreparadacomercialmente,en la proporciónnecesaria:

TetrametilbenzidinaSubstratoK: TMB (Labsystems).

Soluciónde lavado: Soluciónmadre(lOx). Seutiliza diluida 10 veces.

Para1.000ml. de solución:

NaCí 1,5M: 87,66g.

Tween-200,5%: 5 ml. Conservara temperatura ambiente.

Soluciónde frenado

:

H3P04 IM.

Determinacióndel comportamientode los anticuerposy conjugadosenELISA:

determinación de las diluciones óptimas de trabajo en el ensayo.

Parapoderdeterminarlascondicionesóptimasde trabajode cadauno de los anticuerpos

(anti: 1713-estradiol,progesterona,androstenodiona,cortisol y corticosterona)y susconjugados

respectivos,se debenrealizaruna seriede pruebasqueenfrentendilucionesvariablestantode

anticuerpocomo de conjugado.

Las dilucionesempleadassonlas siguientes:

Paralos anticuerpos:1/2.000;1/4.000; 1/8.000;1/16.000.

Paralos conjugados:1/20.000;1/40.000;1/80.000;1/160.000.
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Dichasdilucionessedistribuyenen laplacade poliestirenode la forma siguiente:

Anticuerpos:

Columnas1-3: 1/2.000.

Columnas4-6: 1/4.000.

Columnas7 9 1/8.000.

Columnas10-12: 1/16.000.

Conjugados:

Filas A-B: 1/20.000.

Filas C-D: 1/40.000.

Filas E-F: 1/80.000.

Filas G-H: 1/160.000

El siguientecuadromuestralasdilucionesóptimasseleccionadas(aquellasqueposeenuna

densidadópticaentre0,6 - 0,9 a 450 nm), siguiendoel criterio de Munro y Stabenfeldt(1984).

Anticuerpo Conjugado

17~-estradíol

Progesterona

Androstenodiona

Cortisol

Corticosterona

1/2.000

1/16.000

1/16.000

1/16.000

1/16.000

1/20.000

1/160.000

1/160.000

1/160.000

1/160.000

Construcción de las curvaspatrón o estándar

Partimosdeunasoluciónmadredeconcentraciónconocidade 2 mg/mI deetanolabsoluto

de cada una de las hormonas (progesterona,1713-estradiol,androstenodiona,cortisol y

corticosterona),apartir de la cualserealizandilucionesconetanolabsolutoentubosde ensayo

Dichas diluciones son sometidasa una extracciónen extractorTurbo Vap LV evaporator

(Zymark)dondesesometena unacorrientede gasnitrógenoC-50 P 200 Kg/cm2 (Carburos

metálicos),concondicionesde extracciónde 4Q0(2, 6 PSI,6 minutosy corrientecontinuade gas

nitrógeno(2-50.Unavezevaporadoel etanolseañadeelconjugadoatodaslas concentraciones
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estandar,y serealizael ensayoconel fin deestablecerlas medidasde densidadópticaa 450 nm.

Con las medidasde absorbanciase trazanlas curvasestándar,quepermitencalcularlas

concentracionesde hormonasesteroidesa partir de los resultadosquepresentanlas muestras

problema.

El margenempleadoparacadacurvaestándarvaríasegúnla concentraciónqueseespera

obtenerparacadahormona:

n 17B-Estradiol:0,1 pg - 1 ng

~‘ Progesterona:1 pg - íng

Androstenodiona:1 pg - lng

e’ Cortisol: 1 pg - lng

e’ Corticosterona:1 pg - lng
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Las muestrasestándary problemasedeterminanporduplicadoy sedistribuyenen la placa

de la siguienteforma:

Columna1 (A-F): La denominamosEo; en ella solamentese añadedilución de

conjugado.

Columnas 1 (G y H), 2 y 4 (Ay B):

Columnas 4 ((2- H),5,6,7,8,9,1O,11,12 (A-D):

En ellasseañadenlas distintasdiluciones

de las hormonasestándardiluidas en el

conjugado.

En ellas se añadenlas muestras

problemadiluidasenel conjugado.

Columna12 (E-H): En ella seañadela diluciónde conjugadonuevamente.

El tapizadode las placasen la reacciónde competición,se llevaacaboañadiendo50 pi

de solucióntampóndeFíA, en todoslos pocillos y añadiendodespués50 pi de los reactivos

siguiendola anteriordistribución.

Las placassoncubiertas,de nuevo, con selladoresadhesivos,dejándosedoshorasa

temperaturaambiente.

3.- Separaciónde las fraccionesde hormona libre y unida a los anticuerpos

adsorbidosen la fasesólida.

Se realizamediantevolcadodeplacasseguidosde cinco lavadoscon soluciónde lavado

así comoun secadocompleto
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4.- Adición dci sustratoy frenado de la reacción.

Ayudadosde unapipetamulticanalseañaden100 pi de TMB SubstratoK, porpocillo.

Después,sevuelvenasellarlasplacasdejándolasreaccionar,paraquesedesarrollecolor durante

un periodo de diez minutos,añadiendodespués100 pi de ácido ortofosfóríco(solución de

frenado)porpocillo paraprovocarel frenadode la reacciónde color.

5.-Lecturade las placasy procesadode los resultados.

Unavezañadidala solucióndefrenadosepuedepasararealizarla lecturade la densidad

ópticadel colordesanrollado.Estalecturasellevaacaboatravésdeun lector automáticoELISA

(Biotek),la mediciónserealizaa doblelongitudde ondaa450 nmy 600 nm.

El procesadode los resultadosobtenidosdelanálisishormonal,enlas muestrasde plasma,

serealizacon la ayudade un softwarediseñadoespecialmenteparaello enelDepartamentode

Informáticade la Universidadde California, Davisy consisteen:

a) Trazadode las curvaspatrón.

Se realizaenfrentandoenelejede abscisas,las concentracionesestándarde cadaunade

lashormonasy enelejedeordenadas,la relaciónE/Fo x 100, esdecirel porcentajede unión de

las muestrasestándarconel anticuerpo.

Estascurvaspatrónsirvendereferenciaparael cálculodelas concentracioneshormonales

de lasmuestrasproblema.

b) Cálculo de las concentracioneshormonalesde las muestrasde plasma

El ordenadorcalculalas concentracionesde las muestrasproblematomando como

referencialascurvaspatrón.Paraexpresarestasconcentracionesen las unidadesconectases
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necesariala introducciónde un &ctor de corrección,ya que las muestrassufren distintas

diluciones,por lo que la concentracióncalculadaes inferior a la real,al obtenerseabsorbancias

superioresa las que seobtendríansi lamuestraseañadiesesin diluir.

Las concentracionesde progesterona,androstenodiona,cortisol y corticosteronase

expresanen ng/mi enplasma.Lasconcentracionesde 1 713-estradiolsemidenen pg/ml.
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Análisis de hormonas esteroidesen las muestrasobtenidas de los animales.

Puestaapuntola técnicaELISA de Competición,las muestrasde plasniasonsometidas

a unaextracciónpreviaal análisis.

Parael 1713-estradiolsetoman500 jil demuestray seañaden2 ml de dietil éter,seagitan

vigorosamentedurante40 s y se colocan en un baño de metanoly nieve carbónica;el

sobrenadantesedecantay seextraeconunacorrientedenitrógeno,entubosde cristal de 12 x

10 nm.Unavezextraídosseañaden150 pl de solucióndeconjugado.

La progesteronaseextraeañadiendo100 sí de muestraa 2 ml deéterde petróleo,se

agitanvigorosamentedurante40 s y se colocanenun baño de metanoly nievecarbónica,el

sobrenantesedecantay seextraecon unacorrientede nitrógeno,en tubosde cristal de 12 x 10

mm. Unavezextraídosseañaden150jil de soluciónde conjugado.

La corticosteronay el cortisol seextraenañadiendo100 pl de muestraa 1 ml de etanol

absoluto,seagitanvigorosamentedurante20 s y secentrifugandurante20 min a 3.500rpma40

C.SerecogenlOO ¡si del sobrenadantey seextraecon unacorrientede nitrógeno,en tubos de

cristal de 12 x lO mm. Unavezextraídosseañaden150 pl de soluciónde conjugado.

Determinaciónde las concentracionesplasmáticasde insulina

Estahonnonafueanalizadamediantela técnicaELISA sandwich.

* Descripciónde la técnica

El ELISA sandwicho de “dossitios” consisteen lo siguiente:unprimeranticuerpoque

seadhiereaunafiNe sólida(tubodeplástico),aél seuneun antígeno(si lo hubieraen la muestra)
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ti Tubosde plástico,recubiertosde anticuerposmonoclonalesantiinsulina.

Capacidadde fijaciónaproximada110 ng de insulina/tubo.

ti Tampónde incubación

Tampónfostlito 40 mmol/l, pH= 7,0

1 Conjugadoanticuerposanti-insulina-OPD

OPD = 3 U/mi.

ti Estándar

Insulinaenmatriz bovinacon las siguientesconcentracionesexpresadas

en ¡sU/ml: 0,00; 23,20;92,00; 180,00y 275,00.

¿ Sustrato/tampón

Fosfato/citrato100 mmol/l, pH 4,4 14202 (perboratosódico)3,2 mmol/l

ti Cromógeno

2,2-azino-di-(3-etil-benzotiazolinaácidosulfónico-6)-sal diamónica.

ABTS 1,9 mmol/l

Preparación de las muestras

Parala realizacióndel análisis,seprocedeala descongelaciónde las alicuotasde plasma

de los distintosgruposde animalesya que seutiliza un métododirecto,sin extracciónpreviade

lamuestra.

Todoslos reactivosutilizados,semantuvieronatemperaturaambiente,comopasoprevio

asuposterioruso.

Intervalo de medición
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0-250 pUde insulina/ml

Limite de detección

El límite de deteccióninferior, definido como E + 3S del primerestándar(¡sU/mI), es

aproximadamente<3 ¡sU/ml.

Preparación del ensayo

Despuésde la colocaciónde la cadenay alcanzartodoslos reactivosla temperaturaidónea

(temperaturaambiente),seprocedeadispensarmanualmente100 ¡sí de estándar,plasmacontrol

y muestrasproblemaen lostuboscorrespondientes.

Se añadeluego,de formaautomática1,0 ml de la soluciónde conjugado,procediéndose

a una incubacióndurante60 minutosa250C ó 70 minutossi la temperaturadellaboratorioes

menorde 250C. Unavezpasadoel tiempo de incubación,los tubos se lavancon soluciónde

lavadode formaautomática.

Posteriormente,seañade1 ml de la soluciónsustrato-cromógeno,incubándosedurante

30 minutosparaqueseproduzcala reacciónde color.

Pasadoel tiempode incubación,seprocedea la medidade lasdensidadesópticasauna

longituddeondade 405 mm

Pormedio deun softwareespecífico(BoebringerMannheim),se calculan,de unamanera

automática,las curvasestándary las concentraciones,utilizando el factor de corrección

apropiado,al igual queserealizaparalashormonasesteroides.
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DETERMINACIÓN DE CLENHUTEROL

Serealizó elanálisisdelclenbuterol(plasmáticoy hepático)de las muestrassiguiendola

técnicaELISA, puestaa punto enel Departamentode Fisiología Animal de la Facultadde

Veterinaria,de la UniversidadComplutensede Madrid (Blass, 1997).

Paradeterminarla concentraciónhepáticade clenbuterol,seutilizaronmaceradosde los

hígadosde los animalesde nuestraexperimentación.Estosmaceradosseobtuvierona partirde

0,5 g de hígado,procedentede cadaanimal, a los que seañadió5 ml de CIII, 0,lN y cuya

preparaciónfUerealizadamanualmente,conunhomogeneizadorde tejidosconémbolode vidrio

de 8 ml decapacidad(Pobel).La mezclaobtenidasecentrifUgó,(20 minutos,6.000r.p.m., 4<’C)

y serecogióel sobrenadante,queposteriormentesecongelóhastarealizarel análisispertinente.

Curva estándar

Sepreparannueveestándares,partiendode la soluciónmadrede clenbuterol,quetiene

unaconcentraciónde 2 ¡sg/mI (soluciónA). Deestasoluciónse toman25 ¡síy seañaden975¡sl

de plasmacontrol50 ng/ml (soluciónB).

Método

- Añadira laplacaconlos anticuerpos75 pl deplasmacontrol,estándaro muestra

problemaporduplicado,segúncorresponda.

2.- Agitar 15 minutosatemperaturaambienteenagitadorde placas.

3.- Añadir 25 pI detampónEIA al pocillo Al.

4.- Añadir25 ¡sí de conjugadoa la diluciónrequeridaentampónFIA.
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5.- Agitar durante10 minutosenel agitadordeplacas(Bioblock Scientiflc,Agitateur

Microtitration 86247,Heidolph),a temperaturaambiente.

6.- Volcarelcontenidode la placay realizar3 lavadosconsecutivoscon soluciónde

lavado.Encadapocillo sedispensan250 pl de Tween20 al 0,005%.

7.- Añadir 75 pl de TMB acadapocillo conunapipetamulticanal.

8.- Agitardurantediezminutos.

9.- Añadir 50 pl de soluciónde frenado(ácido sulfúrico al 10%) con unapipeta

multicanal.

10.- Porúltimo, selee laplacaa450 nm.

11.- Procesadode los resultados.

Material

¿ PlacasELISA depoliestirenode 96 pocillos de altaadsorción(Biohit).

ti Selladoresadhesivosdeacetatoparaplacas(ICN BiomedicalsInc.).

ti Pipetasautomáticasde 10-100pl y de200-1000pl (Eppendorfl.

ti Pipetamulticanal 8 canalesde50-250pl (Costar).

ti Agitador Reax2.000(Heidolph).

ti Agitador de placas (Heidolph).

ti Tubos de ensayode diferentestamaños(Becton Dickinson).

ti Puntas,deun sólo uso,parapipetasEppendorfde 10-200pl y de 100-1.000¡sí.

ti Lector automático ELISA (Biotek).

ti Reloj cronómetro digital.
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Reactivos

ti Cloruro sódico:NaCí(Panreac).

ti Fosfatode sodio dihidrógenomonohidrato:NaH2PO4.H20(Merck).

ti Fosfatosódico:NaIi{P04 (Sigma).

ti Tween20 (Merck).

ti Conjugado clenbuterol-peroxidasa(DepartamentoFisiologíaAnimal).

ti TMB (Tetrametilbenzidina) sustrato K (Labsystems).

ti Acido sulfúrico:H2S04 (Panreac).

Solucionestampón

Tampón EIA:

Para lL de solución:

1. 2,758g de NaJrI2PO4.H20

2. 4,26 g de Na2HPO4 pH 7,0

3. 9,00g deNaCl

Solución de lavado: (Tween-20al 0,05 %)

50 ml de Tween-20en IL de aguapurificada

Solución de frenado:

Acido sulfúrico al 10% en aguapurificada

74



Análisis estadístico Material y Métodos

ANÁLISIS ESTADiSTICO

El análisisestadísticode los resultadosserealizóutilizandoel paqueteestadísticoBMI)P

(BiomedicalDataProgram= Programade Tratamientode DatosBiomédicos)(Dixon, 1992)en

el Centro de Cálculo de Moncloa de la Universidad Complutensede Madrid.

Elnivel de significaciónde los testestadísticosutilizadosfUe el del 95%,correspondiente

aunap’<0,05.

1.- Análisis de la Varianza

Se realizó un Análisisde Varianzaconmedidasrepetidasparacadauno delos parámetros

determinados.Estaprueba nos pennite comparar, indirectamente, varias medias aritméticas, por

medio de la comparacióndirectade sus dispersionesy ademásnos permite comprobarla

influenciaque los factoresgrupoy tiempotienensobrenuestrosparámetros.Deestaformase

determino:

1.1.-Efectogrupo:nosindicasiexistendiferencias,estadísticamentesignificativas,entre

los gruposde animalesde nuestraexperimentación.

1.2.- Efecto tiempo: nos indica si existeuna diferencia, estadísticamentesignificativa,

entrelos diferentesmomentosde la experimentación.

1.3.- Interacción: nos indica si el efectotiempo difiere de un grupo a otro.

2.- Test de Mann-Witney

Se realizóun análisisde diférenciademedias,no paramétrico,utilizandoel testde Mann-

Wittney, que no impone ningúnrequisitoa la distribuciónde las variables.Todoslos valores

detenninadosennuestraexperimentaciónseincluyeronpararealizaresteanálisis.
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ESTUDIO ANATOMOPATOLÓGICO DEL HÍGADO

Se consideróconvenienterealizar el estudio del hígadob~o dos puntos de vista,

Microscopiaóptica(MO) y Microscopiaelectrónica(ME), paraprocurarqueéstelitera lo más

completoposibley nos permitieraun diagnósticoprecisoy exactode los animalestratados,

tomandosiemprecomoreferenciade los sanosanuestrosanimalescontroles,esdecirlos queno

habíanconsumidoclenbuterol,ni clenbuterolasociadoadexametasona.Dicho estudio,fUe llevado

acaboenel Departamentode AnatomíaPatológicadelHospitalClínico SanCarlosdeMadrid,

pertenecientea la UniversidadComplutense.

Microscopia óptica

Se decidió llevar a cabo el examenhistológico paradetectarla posibleexistenciade

lesionesa nivel hepático.Paraello sesiguierondistintospasos:

> Hepatectonifasde los animalesutilizados,controly problema.

> Conservaciónde los órganosen formol al 10%.

> Preparaciónde los bloquesdeparafinaprocediendode la manerasiguiente:

V- ‘VaHaje de lamuestra.

2o~ Procesadode tejidos.
30.. Corte delbloque.

40.. Montaje.

50.. Tinción de la preparación.

10.. El tallaje, consisteen el corteo sección,con bisturí o escalpelo,de la zonadel

órganoquevaa sersometidoa estudio.
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20~ El procesado,comprendedistintasksesen las que lamuestra,introducidaen las

cápsulasde inclusión, semantieneenformol, alcoholesde distintosgradosy parafinaadistintas

temperaturas,todo ello, conla finalidadde producircomo resultadofinal, la deshidratacióndel

tejido, paraposteriormenteconstituirlo quesellaman,los bloquesqueya seránlaspiezassobre

las cualessepracticaráel corte histológico. Todas estasoperacionestienen una duración

aproximada de 12 horasy serealizan, introduciendo las cápsulasde inclusión con el órgano, en

elprocesadorde tejidos(Autoteenicon).Esquemáticamenteasí:

> Semantienenlos bloquesen formol al 10%hastaquesemeteenel procesador,

como mínimo, 12 horas.

> Enformol al 10%,2 horasa 400C.

>- En alcoholal 70%,durante30 minutosa400(2.

> Enalcoholal 96%,durante30 minutosa400C.

>- Enalcoholal 96%,durante45 minutosa400C.

> Enalcoholabsoluto(100%),durante40minutosa

> En alcoholabsoluto(100%),durante45 minutosa400C.

>- Enalcoholabsoluto(100%),durante45 minutosa400C.

> Enxylol, durante45 minutosa400C.

>- Enxylol, durante45 minutosa400C.

> En parafina,durante30 minutosa600(2.
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> Enparafina,durante30 minutosa600(2.

> Enparafina,durante30 minutosa600(2.

> En parafina,durante30 minutosa600(2.

Al díasiguiente,ya

moldessobrelos cualesse

sepreparanlos bloquesintroduciendoel tejido procesadoen unos

vierte la parafina,conel dispensadorcorrespondiente(P Selecta),

metiéndolosenla neveraparaqueseenfríen.Es lo quese conoceconel nombrede inclusión en

parafina.

30.. Una vez formadoel bloque, seprocedeal cortedel mismo conel microtomo

(Anglia Scientiflc),a4 jan. Lascuchillasutilizadaspertenecena la casacomercial

JungDisposableMicrotome Blades.

40.. Semontalapreparaciónen los portaobjetos(Objekttráger76 x 26 mm, Knittel

Glaser,GeschliffenMattrand):unavezrealizadoel corte,selleva ésteaun baño

termostatado(Leica EspañaS.A.) y se coge la preparacióndel bailo con el

portaobjetos.

50.. Posteriormente,se introducenen la estufa(P Selecta)paraquesesequena una

temperaturade 600(2. Tambiénpodríansecarsea temperaturaambiente,pero

tardaríamás.

60.. El penúltimo paso, consisteen la tinción de las preparaciones, bajo campana

extractora,paralo cualhemosempleadotrestipos diferentes:

ti Hematoxilina-Eosina

ti Tricróniico de Masson

ti Platametenamina
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Hematoxilina-Eosina(HE):

10.. Desparatinaciónconxylol, durante10 minutos.

20.. Hidrataciónconalcoholabsoluto,alcoholde 96’> y agua(serealizaenunpasepor

cadauno).

30.. Introducciónde lapreparaciónenHematoxilinade Carazzi,durante8 minutos.

40.. Lavadoconagua,durante10 minutos,paraeliminar la Hematoxilina.

50.. Introducciónde la preparaciónen Eosinaescasossegundos,que es lo que se

denomma1 pase.

6’>- Deshidratacióncon alcohol de 960, alcohol absoluto,xylol y montaje de la

preparacióny seesperahastaquesesequela misma.

TricrómicodeMasson:

10.. Desparafinarehidratar.

2”~ Hematoxilinade Harris,5 minutos.

30.. Lavarenagua,3 ó 4 minutos.

4’>~~ Rojo Mallory, 2 minutos.

50.. Lavaren agua.
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6’>- Un paseporácidofosfomolibdicoal 1%.

70.. Verdeluz, 2 minutos.

80.. Lavarenagua.

90.. Deshidratary montar.

PlataMetenamina:

1’>- Desparafinare hidratar.

2”~ Acido periódicoal 0,5%,durante10 minutos.

3’>- Lavarenagua.

4’>- Ácido crómico al5%,durante45 minutos.

5’>~ Lavar enagua.

6<’~ Bisulfito sódicoal2%,durante2 minutos.

7’>- Lavar enagua.

8’>- Semetela preparaciónen la estufaa60’>C, hastaque tomaun aspectodecolor

tabacounavezquese haañadidolo siguiente:

ti Platametenaniina50 cc.

ti Nitratode plataal 5%,2.5 cc.

ti Boraxal5%, 3 cc.
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9’>.. Lavarenaguadestilada.

10’>- Cloruro de oro, 2 minutos.

11’>.. Hiposulfito sódico,durante2 minutos.

12’>- Lavarconaguadestilada.

13’>- Hematoxilina,2 minutos.

14’>- Un paseopcional,porEosina.

15’>- Deshidratary montar.

7’>- El pasofinal de esteprocesoconsisteen el montajede lapreparaciónutilizando

un gel o bálsamo (Eukit), que es el responsablede que el cubreobjetos

(ObjekttragerKnittel Glaser,GeschliffenMattrand50 x 25 mm) se adhieraa la

superficiedelportay sedejasecaratemperaturaambicnte.De estemodose ha

conseguidofinalmentela preparaciónhistológica.

Microscopiaelectrónica

Una vez realizadoel diagnósticode las muestras,dondelos resultadosobtenidosno

indicaronla existenciade ningúntipo de lesiónhepáticaa nivel de Microscopiaópticay para

confirmarlo definitivamente,seprocedióal estudioultraestructural,basándonosen que si un

tóxico quedaalmacenadoenun órganoy no provocalesionesdetectablesanivel histológico,es

aconsejableel estudioultraestructuralde dicho órgano,dadala importanciade la actividaddel

citocromoP450sobrelos ribosomasy suestructura,pudiendo,enel casode existir lesión,alterar

la conformaciónde éstosy aumentarla actividaddel citocromo.
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LaMicroseopiaelectrónica(ME) constade dospartesclaramentediferenciadas:

ti ME de Barrido

ti ME de Transmisión

En la ME deBarrido serealizaun estudiosuperficialdelórgano,aunqueesosí, másprofimdoque

enla óptica.El aparatajeempleadofUe el siguiente:

ti Procesador,paradeshidratarenacetona.

ti Cámarade puntocrítico parallevara cabola desecación.

ti Sistemade metalizaciónde muestras(Sputtering)conoro o platino.

ti Campanadevacíoparaalmacenarlas muestras.

ti Destilador.

ti Microtomo dondeserealizanlos llamadoscortes“semifinos” de 1 micra.

ti Microscopioelectrónicode barrido.

Encuantoa la conservaciónde la muestra,a diferenciade laMicroscopiaóptica,aquíen

vez deemplearformol, seutiliza glutaraldehídoal 3%,y, porsupuesto,a lahorade tomarla

muestra,éstasefraccionaenseccioneslo máspequeñasposible.El restode los pasos,en cuanto

acorteetc, esigual quelo detalladoanteriormente.

En laM.E. detransmisiónesdondeselleva acaborealmenteel estudioultraestructural.

Paraello senecesitan:

ti Procesadorautomáticopararealizarla inclusiónen plástico.

ti Fijadorescon glutaraldehídoal 25%y nitróxido de Osmio,quea la veztiñe.

ti Ultramicrotomoparacortesultrafinos,de60-90nanometros.

ti Estufasparalapolimerizaciónde los bloques.

ti Destilador.
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ti Microscopioelectrónicode transrmsion.

En cuantoa los pasosaseguir,sonlos siguientes:

1’>- INCLUSIÓN de las muestras:serecogenfragmentosde hígadomuydiminutos

y lo másrápidamenteposible,despuésde la muertedelanimal.

2’>- FIJACIÓN englutaraldehídoal6%entampóndurante1-2horas.

3’>- LavadoenBulfer Milloning apH 7,3 con sacarosa,2 veces.

4’>- POSIFIJACIONenOsmioal 1%, durante30 minutosaunahora.

50.. Lavado,contampóncon sacarosa,2 vecesdurante10 minutos.

6’>- DESHIDRATACION:

ti en etanolescrecientes,10 minutosencadauno. Dospasesde diez

minutos,poretanolabsoluto.

ti Óxido depropileno,2 pasesde 10 minutos.

ti Oxido de propileno+ Epon{l:1) de2-3 horasatodala noche.

Una vez realizadosestospasos,seponenen las cápsulascon la mezclay se incuban

durante24 horascomo mímmo, a 600(2. Tambiénse puedeponerde 4 a 5 horasa 40’>C de

temperaturay luegoaumentaréstaa 65’>C hasta24 horas.

Los reactivosempleadosparala formacióndelos distintostamponessonlos siguientes:
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Buifer Milloning

Se empleanlos reactivosque seindicana continuación:

ti Fosfatomonosódico(NaH2PO4H2O)

ti Hidróxido sódico(NaOH)

ti Glucosa

ti CloruroCálcico(CaCl2)

Soluciónfosfato monosódico

Soluciónhidróxidosódico

A) Mezclar:

22,6gen 1.000mide aguadestilada

2,52 g en 100ml deaguadestilada

5,4 gen 100 mIdeaguadestilada

0,5 g en 50 ml deaguadestilada

830 ml

170 ml

De estamezcla,seretiran100 ml ya los 900 restantesseles añade:

Soluciónglucosa

Solucióncloruro

100 ml

SrM

Posteriormente,seajustaelpH a 7,3

B) Paralavador,seañaden68,4 g de Sacarosaporcada1.000ml

Mezcla deMullenhauer1963 Epon-araldita

ti Epon 812

ti Araldita (502,6005 epoxyresina)

ti Endurecedor(DDSA)

ti Plastificador(Dibutiltalato)

ti Acelerador(DMP-30)

25 ml

15 mi

55 ml

2-4ml

1,5-3/niil
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En cuantoa los métodosde tinciónempleados,destacamos:

* Acetatode uranilo

A) Soluciónsaturadaal 11 %. Reposar24 h.

B) Soluciónal2%enaguadestilada,filtrado y centrifUgado.

Prepararenel día.

* Citrato de píomo

ti Nitratode Plomo (PbNO3)2 1,33 g

ti Citrato de Sodio (Na3C6H5O7) 2 hidrato,l,76g

5 1/2 bid., 2,14 g

.1 Aguadesmineralizada 30 ml

SeagitafUertementedurante30 minutoscon intervalosde descansode un minuto,hasta

la total formaciónde nitratoencitratode plomo.

PosteriormenteseañadeHidróxido SádicoiN (8 ¡nl) y seajustaelpH a 12.

Se realizaronfotos de laspreparaciones,tantodeMicroscopiaópticacomo electrónica.
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Validación de la técnica EM de competición Resultados

1- Validaciónde la técnkaEM deCompeticiónpara hormonasesteroidesy clenhuterol

1. Diluciones óptimasdeanticuerpo

Los resultadosobtenidostraslas pruebasrealizadasparacalcularla dilución

óptimade trabajoa emplearde anticuerpoparaEIA de competiciónfUeron:

* Antí-cortisol:

* Anti corticosterona:

* Anti-progesterona:

* Anti-1711-estradiol:

* Anti-androstenodiona:

* Anti-clenbuterol:

1/16.000.

1/16.000.

1/16.000.

1/2.000.

1/16.000.

1/4.000.

2. Dilucionesóptimasdeconjugado

Estefactor escrítico paraunapuestaa punto óptima del método.Los resultados

fUeronlos siguientes:

* Conjugado

* Conjugado

* Conjugado

* Conjugado

* Conjugado

* Conjugado

HRP-cortisol:

HRP-corticosterona:

HRP-progesterona:

HRI’-1713-estradiol:

HRP-androstenodiona:

RRP-clenbuterol:

3. Trazado de las curvas patrón:

El trazadode las curvaspatrónparacadaunade las hormonasesteroides,se realizó

comoya se hadicho medianteun softwareespecialmentedisefiadoporelDepartamentode

1/160.000.

1/160.000.

1/160.000.

1/20.000.

1/160.000.

1/10.
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Validación de la técnica EJA de competición Resultados

Informáticade la Universidadde Davis, U.S.A.

En la siguientefigura, seencuentrareflejadala curvapatrónde 1 7B-estradiol.

100 -

80-
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* 40-

u

20-

04.

NY

Y

N

u
Y

N

•1

1 10 100

175-estratinlpg/yncifl.o

1000

4. Parámetros de validación del EIA de competición para las hormonas

cortisol, corticosterona, progesterona,170-estradiol,androstenodionay

clenbuterol.

- Precisióny repetibilidad

Cálculo de los coeficientesintrae interensayo:%CV= Desviaciónestándar/mediax

100. En nuestrocasolos %CV intrae inter-ensayofueronsiempremenoresdel 10%para

todaslas hormonasestudiadasy paraclenbuterol.

Exactitud
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Validación de la técnica EM de competición Resultados

Se completamedianteel cálculo de los porcentajesde recuperaciónde distintas

cantidadesconocidasde hormonao clenbuterol,añadidasaun poolde muestras.

Los porcentajesde recuperaciónoscilaronentodoslos casosentre85-95%.

Sensibilidad

Sedeterminóde dosformas.

- Límitesde Detección:

Cortisol:3 pg/pocillo.

Corticosterona:3 pg/pocillo.

g Progesterona:1 pg/pocillo.

1 713-estradiol:0,3 pg/pocillo.

y Androstenodiona:6 pg/pocillo.

Clenbuterol:0,008ng/mI.

- Sensibilidadal 50% de unión:

V Cortisol: 58,82pg/pocillo.

Corticosterona:58,82pglpocillo.

W Progesterona:83,17pg/pocillo.
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Ganancia de peso de los animales Resultados

GANANCIA DEPESODE LOSANIMALES

Gráficay Tabla1: Muestranla evoluciónde los pesos(g) (media+ esm)de los animales

prepúberestratadosconclenbuterol(1mg/kg), en relacióna los controles,sin que

aparezcandiferenciasestadísticamentesignificativas(p> 0,05),durantelapubertad,

entreambosgrupos,hastael final de la misma,momentoa partirdelcualcomienzan

adistanciarselos tratados(p< 0,05)(valorescorrespondientesa las pesadas6 y 7 del

tratamiento(P-6y P-7),y enel momentodela retirada(R-0) delmismo).A partir de

los cincodíasdelperíododesupresión,los pesosdelos animalesdeambosgrupos,se

equiparan,detal formaqueterminanporigualarse,enlasdosúltimassemanas,esdecir

transcurridosentre15 y 20 díasde lasupresióndeltratamiento.

Gráfica y Tabla 2: Reflejan, los resultadosobtenidosreferentesa los pesos(g) tras el

tratamientoconcleubuterol(lmg/kg) enanimalesadultos.Se apreciaun manifiesto

incrementode pesoen los animalestratados(p< 0,01),que semantieneconstante

desdela tercerasemanade tratamiento(P-3), hastael momentode la retirada(R-0).

A partir de aquí, los animalestratadoscomienzana perderpesoy se igualan a los

controles,al igual que ocurríacon los animalesprepúberes.

Gráficay Tabla3: Aparecenrepresentadoslos pesosalcanzadospor los animalesadultostras

un tratamientocombinadode clenbuterol(1mg/kg) y dexametasona(0,1 mg/kg).

Como se puedeapreciar, el grupo tratado con la asociaciónde clenbuterol y

dexametasona,experimentaunaelevacióndepeso,estadísticamentesignificativa,con

respectoa los animalesutilizadoscomocontrol(p< 0,01)desdela primerasemanade

tratamiento(P-1), paramantenersedurantelas semanasposteriores,continuandoesa

evoluciónprogresivaen cuantoa gananciade peso serefiere, incluso duranteel

periododeretirada,en quesedistancianconsiderablemente(p< 0,01)de los controles,

siendo en esteperiodo la gananciade peso superior a los animalestratadoscon

clenbuterolsólo.

91



Tabla 1.- Pesos(gr) de los animalesprepúberesdel experimento con clenbuterol

(media k E.S.M.)

Control Cien bu terol

103,45+ 5,45

112,34+ 7,34

137,84+ 6,70

148,22±8,44

170,13+ 11,90

180,69+ 2,85

200,61±5,83

230,33+ 2,67

240,91+ 6,86

243,38+ 0,83

259,751 6,87

283,47+ 6,68

287,45±9,65

107,47±4,67

111,34+6,89

125,031 7,95

152,65+ 6,28

169,00+ 8,29

195,13+ 4,61

229,37+ 4,76

262,76+ 7,28

267,60+ 6,15

255,78+ 6,94

275,21+ 4,76

284,79±5,55

283,46+ 6,45

P..0

P-1

P-2

P-3

P-4

P..5

P-6

P..7

R-0

R-5

R40

11-15

R-20





Tabla 2.- Pesos(gr) de los animales del experimento con clenbnterol (media ~

Clenhuterol

262,80±2,13

268,80+ 3,13

271,71±2,99

275,68±2,30

274,18+2,82

273,51±3,88

275,36+ 2,95

272,43+ 2,81

276,50+ 1,77

278,56+ 2,55

281,54±2,98

286,46+ 2,05

265,19+ 2,69

274,41±2,37

281,03+2,37

288,37+ 2,20

290,43+ 2,47

290,59±2,62

292,28+ 2,20

294,44+3,02

284,23+ 2,14

286,65+ 1,89

290,25+ 2,13

290,08±3,85

E.S.M.)

Control

P..0

P-1

P-2

P-3

P-4

P..5

P-6

11-0

11-5

R-10

R-15

11-20





Pesos (gr) de los animales del experimento con clenhoterol +

dexanietasona(media ±E.S.M.)

Control Cleobuterol +

Dexametasona

P-0 238,50+1,45 246,26+ 1,05

P-l 242,13±1,90 262,75+ 1,33

P-2 246,98±1,79 278,69±1,34

P-3 248,80±2,61 278,91+ 1,09

P-4 250,76±1,86 279,08+ 1,38

P-5 256,49±1,76 284,45+ 1,59

P-6 261,25±1,78 282,40+1,65

R-0 264,68±1,88 284,23+ 2,14

R-5 263,60±1,98 287,09+ 1,88

R-l0 267,26±1,54 288,08+ 1,86

R-15 268,45+ 2,55 291,47+ 2,62

R-20 267,87+1,86 287,82+ 2,60

Tabla 3.-





Variaciones del peso del hígado Resultados

VARIACIONESDEL PESODEL HÍGADO

Gráfica y Tabla 4: Se puedecontemplarla evoluciónde los pesos(g) (media+ esm)del

hígadodelos animalesprepúberes,enel transcursode la faseexperimental.Los pesos

estánexpresadosenformadeporcentajesrelativoscon respectoalpesocorporaltotal.

Seobservaque,desdela primerasemanade tratamientoconclenhuterol(1mg/kg),el

pesohepáticodelos animalestratadosesmuysimilaral de los controles,o ligeramente

inferior, careciendode significaciónestadística(p> 0,05). Estas oscilacionesse

mantienenen el periodopuberaly, cuandocesaéste,se produceun considerable

descensoen los pesoshepáticos,de los animalestratados(p< 0,01),quecomprende

desdela últimasemanadetratamiento(P-7),hastalaretiradadel mismo (R-0).A partir

de entonces,(R-5 y R-10), la diferenciaentreambosgruposaunqueesmenor,continúa

teniendo significación (p< 0,05). Posteriormente(R-15 y R-20), los animalesse

recuperan,y los pesosde los hígadosen los dosgruposse igualan.

Gráfica 4-a: En estagráfica, sepuedeapreciar, con mayor detalle, las diferenciasexistentes

entre los pesosdel hígado de los animalesprepúberes,tratadoscon clenbuterol

(lmg/kg) y los controles.Es de destacarla reducciónen el pesode los animales

tratados,estadísticamentesignificativa (p’c 0,01), desde el inicio del periodo de

supresión(R-0)hastadiezdíasdespués(R-10).En los últimos 10 días,hastacompletar

la retirada(R-15 y R-20),los pesoshepáticosde los animalesse igualan,indicandouna

clara recuperaciónde los mismos,una vez terminadoel periodode exposiciónal

medicamento.

Gráfica 5 y Tabla 5: Se puedencontemplar las variaciones de los pesoshepáticos de los

animalesadultos(expresadosenporcentajesde gramosconrespectoalpesocorporal

total) sometidosa los tratamientoscon clenbuterol(ímg/kg), y clenbuterolcon

dexametasona,en las distintastUsesdela retiradadel medicamento.Como podemos

observar, existendiferencias,estadísticamentesignificativas(p< 0,01), entre los

distintos gruposcon respectoa los controles,hastatranscurridos10 días de la
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Variacionesdel pesodel hígado Resultados

supresióndeltratamiento,en queseigualanlos pesosdelhígadodetodoslos animales,

hastael día20, enqueconcluyenlos experimentos.Hemosde destacarque, en el

grupotratadoconclenbuterol+ dexametasona,los pesoshepáticosseaproximanmás

tempranamentea los de los controles,queen el casode los animalestratadosúnicay

exclusivamenteconclenbuterol,aunquesiguenmanteniendodiferenciassignificativas

con respectoa éste, y a partir del día 15 de la retirada (11-15) se igualan

definitivamenteal control.

99



Tabla 4.- Pesos(gr) de los hígadosde los animalesprepáberesdel experimentocon

clenbuterol <media ±E.S.M.)

Control Clenbuterol

P-1 0,048+ 0,002 0,043+ 0,002

P-2 0,047+ 0,001 0,045 + 0,003

P-3 0,050+ 0,002 0,046+ 0,002

P-4 0,047+ 0,001 0,048+ 0,003

P-5 0,051+ 0,001 0,052+0,003

P-6 0,052+ 0,002 0,050+ 0,002

P-7 0,053 ±0,001 0,045+ 0,001

R-0 0,051 + 0,001 0,044±0,001

R-5 0,052+ 0,000 0,047+ 0,001

11-10 0,050±0,001 0,046+ 0,001

R-15 0,048+ 0,001 0,047±0,001

R-20 0,049±0,002 0,048+ 0,002
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Concentracionesdeclenhuterol Resultados

CONCENTRACIONESDE CLENRUTEROL

Gráfica 6 y Tabla 6: Representacióngráfica de las concentracionesplasmáticasde

clenbuterol,expresadasenng/mI, obtenidasen los distintostratamientos.Podemos

observarque,traspartir de los muestreosbasalesdesangre,en los tresgrupostratados

(p> 0,05) (prepúberesy adultos con clenhuterol,y adultos con clenbuteroly

dexametasona)y el grupocontrol, se aprecian,a parirde laprimeratomade sangre

(T-l), diferenciasconclarasignificaciónestadística(p< 0,001)en todosellos, con

respectoal control,caside formaparalela.Los animalesprepúberesexperimentanuna

caídade dichasconcentracionesenlas tomas3 y 7 (T-3 y T-7), mientrasque enlos

adultoséstosucedeenla segundatomade sangre.A partir de la T-3, la evolución,en

cuantoa la absorciónplasmáticadeclenbuterolserefiere,esprácticamentesimilar en

ambos grupos,aunquees de destacarque los adultos,alcanzanconcentraciones

ligeramentesuperiores.A partirde laT-6 todoslos grupostratados(tantoprepúberes

como adultoscon clenbuterolo ésteasociadoa dexametasona)experimentanuna

bruscadisminuciónde dichasconcentraciones(p< 0,001).Enel grupotratadocon la

asociacióndeclenbuteroly dexametasona,los nivelesplasmáticosdeclenbuterolse

ven considerablementereducidos,justo en el día de la retirada(p< 0,001).Este

descenso,peroenambosgrupos,sehacemáspatentea los cincodíasde la retirada(R-

5), porlo quela signilbación,conrespectoalcontrol(pc0,01),esligeramenteinferior.

A partir deestemomento,yano sedetectaclenbuterolenplasma,enningunode los

grupos.

Gráfica7 y Tabla7: Enestagráfica,aparecenrepresentadaslas concentracioneshepáticas

de clenbuterol,enlos animalesadultosquehansido sometidosa los tratamientoscon

clenbuterol(lmg/kg) y laasociacióndeéstecon ladexametasona,duranteel periodo

de supresióno retiradadeltratamiento.Mientrasqueen la R-0 las concentracionesde

ambosgrupossonexactamenteiguales(<0,5 jtg/mg) y portantono existesignificación

estadística(p> 0,05),apartir de la R-5 seaprecianclarasdiférencias(p< 0,01)entre

los grupostratadoscon clenbuteroly clenbuterol+ dexametasona,siendoclaramente
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Concentracionesdeclenhuterol Resultados

inferiores, las concentracioneshepáticasen ésteúltimo. A partir de la Psi0, las

diferencias,en cuantoa las concentraciones,sonmenores(p< 0,05),y seigualanen

los últimos diezdías(R-15y R-20), indicandounatotal eliminacióndelclenbuterol

almacenadoen el hígadoen ambosgrupos.
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Morfoinetríahepática Resultados

MORFOMETRÍA HEPÁTICA

Gráfica it 8: Histogramaque representael tamañode los hepatocitosde los animales

tratadosconclenhuterol(1 mg/kg)y el de los controles.Seapreciaunadisminución

en el taniaíio de los hepatocitosde los tratadoscon clenbuterol, respectoa los

controles
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Estructuray ultraestructurahepáticas Resultados

ESTRUCTURAY UL TRAESTRUCTURAHEPÁTICAS

Fotografía 1:

Fotografía 2:

Fotografía 3:

Fotografía 4:

Aspectohistológicodel hígadode unarataLong-Evansprepúbertratadacon

clenbuterol(lmg¡Kg) en el comienzodel periodo de supresión.Se puede

observarnormalidad completaen sus estructuras,apreciándosela típica

disposiciónradialde los hepatocitos,conductosbiliaresy venascentrales.La

técnicade tinción empleadaesHematoxilina-Eosina.(Ob. 200x).

Microfotografiade unaseccióndelhígadode unarataprepúbertratadacon

clenbuterol,transcurridosdiezdíasde la retirada(Ob. 1 OOx) teñidoconHE.

Seapreciaconmayordetallela disposiciónradial de los hepatocitos.Al no

existir tabiquesde tejido conjuntivo,la diferenciaciónlobularno estan clara

comoen otrasespecies,peroello escaracterísticoenla rata.Como podemos

observar,no existenlesiones,lo que esindicativo dequeel clenbuterol,en

principio, no alteralamorfologíahepática.

Muestraunaseccióndel hígadode una rataLong-Evansadultatratadacon

clenbuterolaunadosisde 1mg/kg.en eldíacerode la retiradadel tratamiento.

Se puedenapreciaren detalle conductosbiliares, vena centrolobulillar y

espaciosportacuyaintegridadhistológicaestáintacta.TinciónempleadaHE.

(Ob. 200x.).

Podemosobservarel hígadode una rataLong-Evansadultatratadacon

clenbuterol(1mg/kg)a los diezdíasde laretiradadeltratamiento.Seaprecian

signos evidentes de regeneraciónhepáticadestacandola presenciade

hepatocitosbinucleadosde distintamorfologíay tamaño,mayoractivaciónde

las células de Kuppfer, pero en ningún caso son indicativosde alteración

hepática.Tinción HE. (Ob. lOx).
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Estructuray u/traestructura hepáticas Resultados

FotografiasSy 6:

Fotografía 7:

Fotografía 8:

Muestranel hígadode unarataLong-Evanstratadaconla asociación

decleabuteroly dexametasona.,eneldíacerode la retirada,adistintos

aumentos(Ob. 50x y 1 Ox, respectivamente).Persistela normalidad

estructural,destacandola presenciade conductosbiliares, espacio

porta,vena central,célulasde Kuppfer y disposiciónradial de los

hepatocitos.La técnicade tinción empleadaesI-Iematoxilina-Eosina.

Muestrael aspectoultraestructuralde los hepatocitosdeunarataLong-Evans

adultatratadacon clenbuterol(lmg/kg). Sepuedeapreciarcon claridaddos

núcleosvoluminosos,nucleolos,mitocondrias,retículoendoplásmicorugoso

y panículasde glucógeno.

Se distinguenconmayordetalle,todaslasestructurasseñaladasen la fotografia

7.
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Determinacioneshormonales Resultados

DETERMINACIONES HORMONALES

INSULINA

Gráfica 9y Tabla 8: Aparecenrepresentadaslasconcentracionesplasmáticas(media+esm)

deinsulinaen los animalesprepúberessometidosal tratamientoconclenbuterol.Están

expresadasenUJL. Seapreciadesdela primeratomade sangre(T-l) unaelevación

progresiva(p<0,001) delasconcentracionesplasmáticasde insulinahastaalcanzarlos

máximosnivelesen la ~a semanade tratamiento(T-5). En la sextasemana,que es

cuando finaliza la pubertad, los niveles de insulina presentanuna disminución,

estadísticamentesignificativa (p< 0,01).Estedescensopersistedurantela séptima

semana,momentoa partirdel cual,y coincidiendoconel comienzodel periodode

supresión,seproducenalternativamente,elevacióny descensode dichosniveles,enlos

animalestratados,pero que carecende significaciónestadística(p > 0,05)hasta

transcurridosdiez díasde la retirada(R-10) en que comienzana equipararsea los

controles,paraigualarsedefinitivamenteal finalizar el periododesupresión(R-20).
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Tabla 8.- Concentracionesplasmáticas (media±E.S.M.) de insulina (U/L) en los

Control

31,50+ 1,33

18,70±3,78

20,59±2,88

18,80+ 3,33

16,79±3,56

19,46+ 2,98

21,68+3,13

23,24+ 4,14

30,67+5,51

36,10 2,88

31,02 5,98

28,68 3,04

27,50 5,82

Clenhuterol

31,16±2,97

29,91 + 1,06

33,65±1,01

38,94±1,82

35,61 + 1,35

40,82±1,79

33,31 ±2,15

30,45±2,58

40,06±2,25

29,11±3,42

34,32±3,18

24,75 + 3,92

28,13±3,45

animalesprepúberes.

11

T2

T3

T4

T5

16

T7

R-O

R-5

R-1O

R-15

R-20
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GLUCOCORTICOIDES

Gráfica10 y Tabla9: Muestranlas concentracionesplasmáticasde corticosterona(ng/mi)

(media±esm)en los animalesprepúberessometidosal tratamientoconclenbuterol.

Se produceuna elevación,estadísticamentesignificativa, en los animalestratados,

desdela primerasemana(p< 0,05)hastala finalizacióndeltratamiento(p< 0,001),

reflejadaen la T-7. Las máximasconcentracionesde corticosteronasealcanzanala

quintasemanadel mismo (1-5) (p< 0,001).En el momentode la retirada(R-0), se

produceuna caídabruscade dichasconcentraciones,equiparándosea las de los

controles.

Gráfica11 y Tabla10: Reflejanlas concentracionesplasmáticasdecorticosterona(ng/mi)

(media±esm)tantoen los aninialesprepúberescomoenlos adultossometidosa los

distintostratamientos.Sepuedeobservarque,a partir de la segundasemana(1-2) se

produceunaelevaciónde dichasconcentraciones,estadisticamentesignificativa(p<

0,001), en todos los grupos con respectoal grupo control, persistiendohasta

transcurridoscincodías(R-S)dela retiradadcl tratamiento.

Gráficalía: Representanlas concentracionesplasmáticasdecorticosterona(ng/mi) (media

±esm) de los animalesadultos sometidosa los tratamientoscon clenbuterol,o

asociadoéstea la dexametasona,duranteel periodo de retirada.Se produceuna

elevaciónde los nivelesde corticosterona,estadísticamentesignificativa (p< 0,01),

durantelos 5 primerosdíasde la retirada.A partir de entonces(R-10) seigualanlas

concentracionesdecorticosteronaalasde los controles,tantoen el grupotratadocon

clenbuterol,como en el de laasociaciónde ésteala dexametasona.

Gráfica12 y Tabla 11: Muestranlas concentracionesde cortisol (ng/mi) (media±esm)en

animalesprepúberestratadosconclenhuteroLDesdelaprimerasemanade tratamiento,

seproduceunaelevaciónde lasmismas,estadisticamentesignificativa(p< 0,001).A

partirde 1-6(finaliza lapubertad)desciendenlos niveles(p< 0,01),aunqueenel día
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de la retirada, seproduceunabruscaelevación(p< 0,001),que varemitiendoalos

cincodías (p< 0,01),hastaigualarsea los controles.

Gráfica13 y Tabla 14: Indicanlas concentracionesplasmáticas(ng/mi) (media±esm) de

cortisol enanimalesprepúberesy adultosen los distintostratamientos.Es de destacar,

a partir de la primerasemana(T- 1) unaelevaciónde dichasconcentraciones,con un

alto nivel designificaciónestadística(p<0,001).Comoenel casode la corticosterona,

estaelevaciónse mantieneincluso tras el periodo de retirada(R-5). A partir de

entonces(R-10), seigualanlos valoresplasmáticosde cortisol a los de los controles,

entodoslos grupos.

Gráfica 13a: Se venreflejadaslas concentracionesplasmáticasde cortiso](ng/mi) (media~

esm)de losanimalesadultosen los periodosderetiraday sometidosa los tratamientos

declenbuterolsólo y asociadoal corticoidedexametasona.Seobservaunaelevación

de dichos niveles en los primeroscinco días de la retiradadel tratamientocon

significaciónestadísticaintergrupos(p< 0,01). En la R-0 los grupostratadosson

estadísticamentesignificativos respectoal control, pero no entreellos, alcanzando

mayoresconcentracioneslos animalestratadosconclenbuterolexclusivamente.Sin

embargo,alos cincodías(R-5) sepuedenapreciardiferenciasenlos tresgruposentre

sí (p~c 0,01), produciéndoseel fenómenoinverso, ya que el grupo tratado con

dexametasonay clenhuterolalcanzaunasconcentracionesmuy superioresa las del

grupotratadoconclenbuterol.A partirdeldía 10 (R-10), los niveles,enambosgrupos

desciendeny se igualana los de los controles,permaneciendoasíhastael final de la

experimentación.
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Tabla 9.- Concent~cionesplasmáticas(media±E.S.M.)decorticosterona(ng/mi)

en los animalesprepúberes.

Control

TO

TI

T2

T3

14

T5

16

17

R-0

R-5

R-10

R-15

R-20

241,36±

244,43±

255,68±

240,26±

261,37±

230,33 +

200,60±

243,38±

240,91±

259,75+

265,23±

283,47±

264,54 +

12,12

18,43

16,70

11,90

12,84

12,67

14,82

14,83

13,86

11,87

13,45

16,36

10,23

Cleubuterol

247,56

350,06

305,30

337,99

390,26

458,74

362,76

360,60

255,77

275,21

280,52

284,79

278,56

+ 18,45

+ 17,95

1 16,28

+ 18,29

+ 18,61

+ 17,75

+ 11,28

+ 16,14

+ 16,93

±14,76

+ 10,21

+ 15,54

±9,12





Concentraciones plasmáticas(media+ E.S.M.)decorticosterona(ng/mi)

en los diferentestratamientosen animalesadultos.

Control Clenhuterol Clenhuterol +

Dexametasona

fO 229,86±37,16 288,25±20,59

TI 232,10 ±23,78 323,89±29,72

T 2 215,36 + 6,63 446,65±30,46

T 3 214,31+ 13,06 469,34±34,24

T 4 189,26±18,79 423,30±20,97

T5 195,08±29,08 439,38±16,25

TÓ 197,21±23,25 498,11±35,68 498,11±35,68

T7 201,92±13,98 429,29±21,26 408,43±32,45

R-O 204,36±12,35 380,86±34,44 391,46±36,30

R-5 198,18±14,56 380,54±25,67 432,38±37,86

R-10 210,34±21,46 249,26±82,36 184,73±41,17

R-15 242,09±14,14 280,45±58,97 190,21 ±11,54

R-20 251,55±8,49 261,23±19,28 217,29±34,62

Tabla10.-







Tabla 11.- Concentracionesplasmáticas(media±E.S.M.)decorúsol(ng/mí) en los

animalesprepúberes.

Control Cleubuterol

T 0 4,60±0,34 4,94+ 0,38

1 1 5,48 + 0,35 10,57±0,41

T2 4,68+0,45 11,45±0,68

13 5,32+ 0,52 10,79±0,89

T4 4,78±0,40 11,23 0,87

T5 4,16±0,15 9,61±0,65

16 4,95±0,63 8,96+ 0,57

17 5,22±0,41 7,55+0,13

R-0 6,44±0,36 12,82±0,50

R-5 5,70+ 0,48 8,48±0,54

R-10 4,36±0,60 5,15+0,43

LiS 5,48 + 0,63 5,88±0,50

R-20 4,84±0,34 4,83 + 0,54





Concentracionesplasmáticas(mediat E.S.M.)decortisol (ng/mí) en los

diferentestratamientos en animalesadultos.

Control Clenbuterol Clenbuterol +

Dexamnetasona

10 5,20 + 0,40 5,85±0,55

T 1 4,52±0,38 6,54±0,94

T 2 5,22±0,53 8,95 ±0,53

T 3 5,62±0,59 9,09±0,74

T4 5,31±0,57 9,28±0,93

15 5,14±0,47 9,67±0,79

1 6 4,24±0,43 9,26 + 0,55 9,26±0,55

1 7 3,95±0,54 9,04 + 0,53 7,34+ 0,67

R-0 4,17±0,84 8,48±0,79 6,51±1,19

R-5 4,28±0,79 6,34±0,79 9,45±2,39

R-l0 4,66±0,99 4,83±1,12 4,96±0,50

R-15 5,01 ±0,88 5,26±1,08 5,31 ±0,68

R-20 4,79±0,76 4,94±1,08 5,46±1,17

Tabla 12.-
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ESTEROIDESGONADALES

Gráfica 14 y Tabla 13: En esta grafica aparecenrepresentadaslas concentraciones

plasmáticasdeprogesterona(ng/mI)(media±esm)enlos diferentestratamientosa los

que han sido sometidoslos animales.En los animalestratadoscon clenbuterol

(lmg/kg), seproduceun descensode los nivelesdeprogesteronacon respectoa los

controles,a partir de la ]a semanade tratamiento(p< 0,05), manteniéndoseesta

disminucióndurantetodala faseexperimental,y cuyo mayorgradode significación

estadística(p< 0,001)sealcanzaentrela 4~ (T-4) y & (T-6) semanasde tratamiento.

A partir del periodo de supresión,los animalesexperimentanunarecuperacióny

comienzanaelevarseprogresivamentedichasconcentracioneshastaalcanzarlas de los

controles.

Con respecto al grupo tratado con la asociación de clenbuterol y

dexametasona,los nivelesde progesterona,sonligeramentesuperioresa los del grupo

controly al tratadoconclenhuterolsólo,perocareciendode significaciónestadística

(p>0,05).A los cincodías(R-5), seproduceun espectacularincrementode los niveles

de progesterona(p< 0,05) para, posteriormente,descendere igualarsea los de los

controles,y ascender,luego, el último día de la retirada(R-20), llegando a ser

significativo (p< 0,05),conrespectoal grupocontrol.

Gráfica14-a: Indicacon mayor detalle las concentracionesplasmáticasde progesterona

(ng/mi) (media±esm)en los tresgrupos(control,tratadocon clenbuteroly tratado

con clenbuterol+ dexametasona).A los cincodíasde haberfinalizadoel tratamiento,

el grupo sometido a la asociaciónde clenbuteroly dexametasonamuestraunas

concentracionesmáselevadas,con respectoal grupotratadocon clenbuteroly al

control (p< 0,05). Posteriormente,disminuyen los niveles de progesterona,para

ascendernuevamentea los 20 días del periodo de supresión(R-20), siendo

estadísticanientesignificativas dichasconcentraciones(p< 0,05), únicamentecon

respectoalgrupocontrol.
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Gráficas 15, 15-ay Tabla 14: Los resultadosde las concentracionesplasmáticasde 1713-

estradiol,enlos distintostratamientos,aparecenrepresentadosen las gráficas15 y 15-

a. Estánexpresadosen pg/ml (media±esm).En elgrupotratadoconclenbuterol,se

produceunaelevaciónde las concentracionesde 1 713-estradiolapartir de la 4’o semana

de tratamiento(p=0,001),manteniéndoseenesosniveleshastaelperiodode retirada

(LO) enquealcanzanlasmayoresdiferencias,con respectoal grupocontrol.A partir

de esemomento,seproduceunacaídabmsca(p< 0,001),hastaquehantranscurrido

15 díasdel periodode supresión(R-15),conunasignificaciónpC 0,05.Enlos últimos

cinco díasse igualan las concentracionesde ambosgrupos(control y tratadoscon

clenbuterol).Los animalestratadosconla asociaciónde clenbuteroly dexametasona

mantienenla tónicadelgrupoanterior,enel sentidode la elevaciónde los nivelesde

1 7B-estradiol,aunqueal contrarioquesucedeconel grupotratadoconclenhuterol,si

bien se producendisminucionesestadísticamentesignificativas(p< 0,001) en las

retiradas5 (R-5) y 10 (R-l0), apartir de esemomento,seelevanespectacularmente

(p< 0,001)dichasconcentracioneshastala finalizaciónde la faseexperimental,20 días

despuésde concluidoel tratamiento.

Gráficas16, 16-ay Tabla 15: Muestranlas concentracionesplasmáticasde androstenodiona

(ng/ml) (media±esm)de los animalestratadosconclenbuteroly con clenbuterol

asociadoala dexametasona.Enelgrupotratadoconclenbuterol,seobservaun ligero

aumentodelos nivelesde androstenodiona,quecarecede significaciónestadística(p>

0,05),hastala últimasemanadetratamiento(T-7), en que sedistanciadelcontroly se

apreciandiferenciasentreambosgrupos(pC 0,05).Duranteel periododeretirada,no

seobservandiferenciasentreel grupocontroly el tratado.En cuantoal grupotratado

conclenbuíeroly dexametasona,esde destacarunadisminuciónde lasconcentraciones

de androstenodiona(pc 0,01)con respectoa ambosgrupos(controly tratadocon

clenbuterol),a los 10 díasde la retiradadeltratamiento.Estadisminución,aunqueno

tanacusada,persistehastalaconclusióndelmismo.
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Concentraciones plasmáticas(mediat E.S.M.)deprogesterona(ng/mí) en

los diferentestratamientosenanimalesadultos.

Control Clenbuterol Clenbuterol +

Dexametasona

TO 15,78±2,45 14,16+2,78

Ti 20,37±2,13 16,47±2,17

12 10,58±1,34 6,34 zfr 0,43

13 13,52±2,05 10,03±0,78

T 4 15,98±2,07 6,47±0,84

T5 15,41±1,36 7,55±1,06

16 13,86±2,42 6,07±1,09 6,07±1,09

T 7 12,46±1,72 8,44+1,49 9,32±2,02

11-0 11,10±1,27 9,02+ 1,38 12,64±0,68

R-5 10,52±0,38 9,29±2,49 17,19±4,62

R-10 9,96±0,14 8,77±0,56 8,04±2,26

LiS 11,88±0,20 9,35±0,46 9,80+3,02

R-20 12,46±1,01 11,46±0,99 14,99±3,85

Tabla 13.-







Concentracionesplasmáticas(media±E.S.M.)de¡7J1-estrndiol (pg/mI) en

los diferentestratamientosenanimalesadultos.

Control Cleubuterol Cleobuterol +

Dexametasona

10 45,15±10,13 51,64±9,24

TI 58,24±12,68 19,62±2,81

T 2 39,76±9,91 13,70±3,57

1 3 38,59±3,79 15,91±5,89

T 4 32,55±2,25 178,59+ 36,94

15 31,24±8,86 158,15±57,13

T 6 33,07±13,10 158,24±35,64 158,24±35,64

17 38,50±16,94 152,07±49,91 197,65±32,98

R-0 45,42±11,11 359,59+52,76 225,57+28,57

R-5 32,56±10,42 245,62±42,65 280,82±40,33

11-10 33,86±12,08 142,33±22,46 173,82±31,38

R-15 24,35±8,64 98,46±14,77 219,13±47,25

R-20 38,74±9,79 65,54±12,41 273,31±33,78

Tabla14.-







Concentraciones plasmáticas (media + E.S.M.) de androstenodiona

(ng/mi) en los diferentestratamientosen animalesadultos.

Control Clenbuterol Clenbuterol +

Dexametasona

1 0 0,82±0,23 0,79±0,09

T 1 0,56 ±0,07 0,78±0,08

1 2 0,45±0,07 0,65 + 0,05

T3 0,73±0,07 0,83±0,17

14 0,81±0,11 0,89±0,06

T5 0,83±0,07 0,86±0,11

T 6 0,66 + 0,13 0,87±0,07 0,87±0,07

T 7 0,57±0,06 0,84±0,06 0,72±0,08

R-0 0,75 + 0,01 0,88 + 0,10 0,65 + 0,09

R-5 0,73±0,01 0,78+ 0,08 0,56±0,09

R-10 0,78 + 0,07 0,83 + 0,06 0,42±0,07

R-15 0,37 + 0,06 0,69±0,05 0,53±0,11

R-20 0,31 + 0,02 0,39±0,06 0,42±0,05

Tabla 15.-
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Ganancia¿kpesocorporal Discusión

GANJ4NCL4DE PESOCORPORAL

El peso corporal, y en especial, el incremento de éste, constituye un factor

importantísimoa la hora de evaluarla acciónpromotoradel crecimientodelbeta-agonista

clenbuterol,tantosi seadministraindependientementeo asociadoa la dexametasona.

Se hacomprobadoqueel aumentodepesotrasel tratamientoconun 13-agonistacomo

el clenbuterol,seproduceporun incrementoen la síntesisproteica,debidoa un marcado

merementodela concentraciónde AMPc (Chooetal., 1992)>Diversosautores,sugierenque

la mayorgananciadepesotrasla administraciónde clenbuterol,seobtieneen animalesque

tenganmáso menosun añode edad,enel casode los animalesde abasto.La variabilidadde

los resultadosobtenidosenlos distintostrabajosexperimentales,revisadosenla bibliografla,

puededeberseamuchosfactorescomo porejemplo,la especie,edadde los animales,dosis,

fórmulade medicacióno duraciónde la misma(Eliot et aL, 1993).

Sehaelegidola rataparallevaracabonuestraexperimentación,porquesetratade un

animadmuyútil y valioso,enprimerlugar,debidoa subajocosteinicial y necesidadde pocos

requerimientosalimenticiosy porconstituirunaespeciecuyo crecimientoy respuestafrente

a los diversostratamientosaplicados,sonextraordinariamenterápidos(Eggumy Beames,

1986). Además,la simplicidadde la evaluaciónde sucomposicióncorporal,unido al hecho

de quesepuedenutilizar un númerosuficientede animales,parasatisfacerlas demandasde

un diseñoexperimentale interpretaciónestadísticade los resultadosobtenidos,nospermiten

asiniismo,crearbiomodelosútiles en estudiosdel empleo de anabolizantes,especialmente

agonistasB-adrenérgicos,como el clenbuterol(Proyectode la ComunidadAutónomade

Madrid, 1996).

Yaqueennuestrocaso,puedeexistir grandiversidadderesultados,entreotrasrazones

por la especieelegida,la rata,orientaremosnuestradiscusiónalrededorde cuatropuntos

tiandamentales:
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ir edadde los animales

~‘ vía de administracióny dosisempleada

~r sexode los animales

~ tipo y duracióndeltratamiento

Los resultadosobtenidosennuestraexperimentación,muestranun claroincremento

del pesocorporal.Dicha gananciaseestabilizaal cabodel tiempo, en todos los grupos

tratados,bienconclenbuterol(enanimalesprépuberesy adultos)o asociadoa dexametasona,

como se puedeapreciarclaramenteenlas gráficas1, 2 y 3.

V Edadde los animales

Elegimosutilizargruposde animalesde distintaedad(prepúberesy adultos),paraver

cómo repercutíael tratamiento con clenbuterolen animalesque comenzaronla fase

experimentalsiendo prepúberesy la terminaronsiendo adultos,y los que directamentela

míciaron siendo adultos. Ello nos permitiría observar las posibles diferencias que

encontrásemosy comprendermejor el efectoque tiene la edadde un animal, cuandose le

aplicantratamientosque estimulensucrecimiento.

Enprimerlugarvamosaanalizarla variaciónde los pesosen ffinción de laedadde los

animales,centrandonuestradiscusiónsobrelos animalesprepúberes.Nuestrosresultados

muestranque,enlos animalestratados,seproduceunagananciade pesodesdeel inicio de la

faseexperimental,muy similara los de los animalesutilizadoscomo controles,hastala sexta

semanaenqueel lote tratadoincrementaconsiderablementeelpesocorporal,conrespectoal

control (p’cO,05), una vez alcanzadoslos 200-250g de peso,que ademáscoincidecon la

fmalización de la pubertad,momentoa partir del cual, comienzael periodo de retirada,
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resaltandode nuevo la gananciade los animalestratados,con respectoa los controles,y

comenzandounaregularizaciónde la mismahaciala octavasemana,dondeel incrementoes

menor,aunquecontinúapersistiendo,de acuerdoa los resultadosobtenidosporMcElligot el

aL (1989),que sirvenparademostrarqueel efectodelclenbuterol,encuantoa gananciade

pesoserefiere,esunprocesodinámico, queremite en el momentoque se producelo que

podemosdenominarcomo“acostumbramiento”al fármaco,y yano seproduceganancia,sino

estabilizaciónde los pesos.

Sehansugeridovariasposibilidadesrelativasaque los B-agonistasejerzanun escaso

efectoenanimalesjóvenes.Estehechopuedeserdebidoa la variaciónde la regulaciónde los

receptores13-adrenérgicos,antesy despuésde la pubertady también,dependiendodelsexodel

animal,alterándosela respuesta,bienaumentandoo disminuyendolamisma(Fiems,1987).Las

propiedadesfarmacodinémicaspuedenserdiversas,a distintasedades.Si la absorcióny el

metabolismodifieren dentrode una especie,entreanimalesjóvenesy viejos, entoncesla

respuestaa la dosis,puedesero demasiadoalta o demasiadobajaen animalesjóvenes.Quizá

el númerode receptoresa edadesjóvenesseademasiadobajo. En estesentido,Lai el al?

(1981)demostraronqueel númerode receptoresse incrementaenun 60-70%mediantela

diférenciacióndepreadipocitosen adipocitos.Smith y Clark (1980)no encontraronninguna

diferenciaen el númerode receptoresJ3-adrenérgicosdel músculoesqueléticoen conejos

reciénnacidosy de 8 semanas,ni tampocoen la localizaciónde dichosreceptores.Otra

hipótesis,conrespectoa la efectividaddelclenbuteroldependiendode laedad,es la alteración

delestadoendocrino(Beermanel aL, 1987).Quizáen los anñnalesadultosun incrementodel

efecto de los >3-agonistaspuedaser debido a una menor secreciónde la hormonadel

crecimiento.De hecho,sehademostradounadisminuciónde la concentraciónplasmáticade

lahormonadelcrecimientoenel ganadovacuno(Joakimseny Blom, 1976),corderos(Johnson

el al., 1985)y cerdos(Macblin, 1972).

A diferenciade Lai el aL, (1981),queencuentranunamayorrespuestaen animales

jóvenestratados,nuestrosresultadosindicanqueestareactividadesmenor,y queéstaaumenta

apartirdelmomentoenquecesala pubertad,o queel animalesadultocomoseapreciaen la
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gráfican0 1 en la quecomovemos,durantey despuésde lapubertad,aparecenlas diferencias

estadísticamentesignificativas(p< 0,05).

Con respectoa otrasespecies,como las aves,autorescomo Buyseel al?, (1991) y

Takahashiel al?, (1993) sostienenque la gananciade pesoesindependientede la edaddel

animal, trasel tratamientoconclenbuterol,jugandounpapelmásimportanteotros lictores

como el sexo,localizaciónde lagrasao duracióndel tratamiento.

Enla gráfican0 2 podemosobservarun progresivoaumentodelpesocorporalen los

animalesadultos,desdeel comienzode la faseexperimental,quealcanzasusmayoresniveles

de significaciónestadística(p< 0,01)desdela tercerasemanade tratamiento,hastaelperiodo

de retirada(R-0), momentoa partir delcual, a los cinco días,seproduceun descensocon

posteriorequiparaciónde los pesosa los animalescontroles,queserealizagradualmentea los

5 (R-5), 10 (R-10) y 15 (R-l5) díasdel periodode supresión.A los veinte días,ya están

práticamenteigualadosa los controles.Hemosde destacar,que duranteel periodo de

supresióndel tratamiento, la evolución en cuanto a gananciade peso se refiere, es

prácticamenteparalelaen los animalescontroly los tratados,y por ello no se observan

diferenciasestadisticamentesignificativas(p> 0,05).

Coincidiendocon los resultadosobtenidosennuestraexperimentaciónconanimales

adultos,Chanceel al? (1991) han demostradoque los efectosanábolicosdel clenbuterol

aparecenenratas,a lastressemanasde tratamiento,al igual queMartineanet al. (1993),con

un índicede significaciónde Pc 0,05,enesemismoperiodode tiempo.

Tambiénpodemosdeducir,queel clenbuterolproporcionaunautilizaciónmáseficaz

del alimento sin que lleve emparejadoun aumentoen el consumode comida, como ya

demostraraMcElligot el al?, (1989)cuantificandola misma, o enel casode nuestrosanimales,

sometidosa un régimende comidaad libiíum, cuyosincrementosde pesoy de acuerdocon

Cardosoy Stock,(1998),sonftancamenteespectaculares,tal y como reflejanlos resultados

obtenidosennuestraexperimentación,apartirde latercerasemanadetratamiento,reforzando
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aúnmás la eficaciaqueestecompuestoejercecomopromotordelcrecimiento.

Porotro lado,podemoscomprobarcómo,únicamentedurantela primerasemana,los

animalestratadosno ganan peso sino que lo pierden,posiblementedebido al efecto

anoréxigenoproducidoporelclenbuteroldurantela faseiniciaL A partir de la segundasemana,

la tendenciageneral,consisteenuna mayor gananciade peso,por partede los animales

tratados,quecontinúaprogresivamentehastaalcanzarel máximo incrementoa la sextasemana

detratamiento,momentoapartirdelcual seproduceunaestabilizaciónendichagananciaLo

mismo sucedeen los animalestratadoscon la asociaciónde clenbuteroly dexametasona,

aunqueenéstosseobservaunapersistencia,estadísticamentesignificativa(p< 0,01)durante

el periodode retirada.

9 Víade administracióny dosisempleada

La dosisempleaday víade administraciónsonde vital importancia.En estesentidohay

ciertauniformidadde criterios.Un hechoimportante,a tenerencuenta,esquela respuestadel

animalpuedevariarconsiderablementedependiendode lavíadeadministracióny tambiéndel

tiempo que hayatranscurridodesdela administraciónde dichasustancia.Es decir, no se

alcanzaráel mismonivel proteicoel 40 queel 100 díade la administracióndel agonista,ni

tampocosi se administraporvía oral o intramuscular;por ejemplo,unamedidarealizada

despuésde variassemanasde tratamientopuedeserindicativa,únicamente,de unperiodode

adaptacióna la droga (Cartaflá el al., 1994). Los resultadosobtenidosen nuestra

experimentaciónmuestranque el tratamientocon clenbuterolcomienzaa ser realmente

efectivoa partirde la tercerasemanade tratamiento(gráfican0 2).

La víade administraciónelegidapornosotros,fue la oral; enprincipio por reduciral

máximo el estrésquetodamanipulaciónde un animalde laboratoriolleva implícita (Illera,

1995),y con ello la posiblealteraciónde los resultadosesperados,y posteriormentepor la

mayorefectividadque suponíaestavía. De la mismaopiniónesSillenceel al., (1991),que

ademásdemuestraentrabajosposteriores(Sillenceel al?, 1995)que,tratandoporvía orala
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ratas(tantosi estánenterascomo castradas),no existendiferenciasconsiderablesencuanto

a gananciade peso se refiere, en ambosgrupos. Por el contrario, otros autores,como

MacLennany Edwards,(1989),observaron,enratasWistarhembras,queamenordosisy por

vía subcutánease duplicala gananciade pesoenel mismoperiodode tiempo.Mooreel al?,

(1994)destacanquela administraciónoral, a dosismuy altas,produceincrementosde pesos,

relativamentebajos.NebbiaelaL, (1991)sostienenque,porvíaintramuscular,lagananciade

pesoesmayora medidaque aumentala dosisdel B-agonista,demostrándoloen trabajos

realizadosenratasSprague-Dawleyhembras.Sin embargo,Re elaL,(1993)comprobaronque,

ala mismadosis,la gananciade pesoesla misma,tantosi seadministrael clenhuterolporvía

oral, como intramuscular.

Sin embargo,Pullary Webster,(1977)observaronqueal aplicardosismuy elevadas

porvíaoral,no sólo no seproduceganancia,sino queinclusollega aproducirseunapérdida

depesoconsiderable.Ennuestrocasola pérdidade pesono estangrande,quizádebidoaque

la estirpeempleadapornosotrosesdistinta(Long-Evansennuestrocaso,HoddedListerpor

aquellosautores)y laduracióndeltratamientomayor(45 días, frentea los quinceempleados

porPullary Webster).Porotraparte,la reactividadfrenteal clenbuteroltambiéndependede

la estirpedelanimal. Así, sehaobservadoquelasratasWistarpresentanunamenorreactívidad

frentea los efectosproducidospor el clenbuterolque las HoddedLister (MacLennany

Edwards,1989).

En la ratatambiénseha confirmadola acciónpromotoradel crecimientocuandose

administraduranteun largo períodode tiempo a dosis elevadas.En otrasespecies,el

incrementode la gananciadepesopodríaseratribuidoa los efectosderepartodelclenbuterol

como lo demuestra la mejora que experimenta la calidad de la canal, al menos

macroscópicamente(Portillo et al?, 1988; Re el al., 1993). Por el contrario, otros autores

sostienenquelos efrctosanabólicosdel clenbuterolexperimentadosen modelosanimales,son

másevidentesy significativosadosismásbajas(Cartery Lynch, 1994b).

Algunosautores(Chooel al., 1992)hancomprobadoqueel efectoanabólicoen la rata
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aparecemuy rápidamenteya que, contan sólo dosdíasde tratamientoseobservancambios

en el peso,persistiendosuaccióndurante10 díasy descendiendoligeramente,apesarde una

exposicióncontinuadafrentea estefarmaco.Nuestrosresultadosindicanla variaciónsemanal

delos pesosy no apreciamosdescenso,sino estabilizaciónde los mismosapartirde los quince

díasde experimentación,estandosometidosdurantemástiempoal tratamiento,enbasea lo

cualpodemosjustificarestasdiferencias,yaqueenel casode los autorescitadossetratade

machossometidosaunadosisde25 mg/kgdurante5 días(en lacomida)y anuestrosanimales

(hembras)se les administróunadosisconsiderablementemenor(lmg/kg) durante45 días,

aunqueesteefectopuedeestarrelacionadocon la diferenciaque existeentresexos,como

veremosmásadelante.Porotraparteesde sobraconocidoque aelevadasdosis,seproduce

unbloqueode los receptoresqueconduceaun fenómenoderetrofimcionalidadnegativasobre

el ejehipotálamo-hipofisario,de tal maneraquelos receptoresno sonestimuladosy tienelugar

la estabilizaciónde los pesosen lugarde un incremento(Smith, 1998).

g Sexode los animales

Seha especuladoquelas hormonassexualesestánimplicadasen la regulaciónde los

receptores¡3-adrenérgicos,por lo que puedeque el efectode los ¡3-agonistasseadiferente

antesy despuésde la apariciónde la pubertady entremachosy hembras.Aunqueel efectodel

sexono estáclaramentedemostradoenroedores,enotrasespeciessehacomprobadoque

existendiferencias.Asíporejemplo,en avesel clenbuterol,reducela grasaeincrementalas

proteínasdela canalúnicamenteen hembras(Darympleeta!, 1984).En cerdos,la ganancia

seredujoen los castradosquerecibieron1 ppm,perono encerdasjóvenes(RickselaL, 1984;

Fiems,1987).

V Tz~ode tratamiento

En la siguientetablaresumimoslos resultadosobservadosencuantoagananciadepeso

(expresadaengramos)serefiere,pordistintosautores,en hembrasde distintasespeciesy

estirpessometidasadistintostipos de tratamiento:
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Autores Control Dosis Tratados

Pullar. 1977 (H.Lister)

PuJiar, 1977 (fl.Lister)

PuIlar, 1977 (H.Lister)

Pullar, 1977(L-1.Lister)

MacLennan,1 989(Wist)

MacLennan,1 989(Wist)

Muramutsu,4 990(Aves)

l3uyse, 1991 (Aves)

l3uyse,1991 (Aves)

Buyse,1991 (Aves)

Buyse, 1991 (Aves)

Buyse, 1991 (Aves)

Buyse, 1991 (Aves)

Buyse, 1991 (Aves)(kg)

Buyse, 1991 (Aves)(kg)

Buyse, 1991 (Aves)(kg)

Nebbia,1991(S.Daw)

Nebbia, 1991(S.Daw)

Nebbia, 1991(S.Daw)

SiLlence,1991 (Wistar)

Re, 1993 (S.Dawley)

Re, 1993 (S.Dawley)

Re, 1993 (S.Dawley)

Re, 1993 (S.Dawley)

Re, 1993 (S.Dawley)
Takabashi,1993 (Aves)

Moore, 1994 (Wistar)

Moorc, 1994 (Wistar)

Moore, 1994 (Wistar)

Sillence,1995 (Wistar)

Sillence,1 995(W.castr)

36±1

36±1

36±1
36±1
29 ±3

18±5

302±4

282±9

282 ±9
282±9

916±17

916±17

916±17
l.7±.02

1.71.02
1 .7±.02

22.1+1

22. 1±1

22. 1+1
2.6±0.2
41+ 0.6

41±0.2
4 1±0.2

41±0.2
41±0.6
5 79±15

36±2

36±2
36±2

1.l±.29

1.71.29

0.lmg/kg/lSd

1 mg/kg/lSd

1 Ong/kg/1Sd

SOmg/kg/lSd

2 mg/kg/7d

0,1 2mg/kg/7d

0,25mg/kg/21

0.42 ppnu/42d

0.42ppm/28d
0.42ppm/14d

0.42 ppm/42d

0.42 pprn/28d

0.42 ppm/14d

0.42 ppm/42d

0.42 ppm/28d

0.42 ppni/14d

2.5 ig¡kg/2íd

25 gg/kg/21d/im

50 ~g/kg/21d/im

0.2mg/kg/7d/s.c

25 gg/kg/21d
2.5~g/kg/2ld/ím

25 gg/kg/21d/im

50 ~±g/kg/21d/im

50 pg/kg/21 días

0.33rng/kgII4d
lmg/kg/I0 días

4mg/kg/10días

83mg/kg/10días

4 mg/kg/8 dias

4 nig/kg]8 días

Podemosobservarlasdiferenciasexistentesentreunosautoresy otros,connuestros

51±2

56±1

40 + 1

22±2

38±7

36±3

295±4

269±9.90

277±9.90

288±9.90

887±17

915±17
932±17

1.69±0.02
¡.68±0.02

1.73±0.02

36±3

36±4

41 ±3

4.0±0.3

46±1.5

51±1.4

64±1.5

85±0.1
85±0.1

590±9

53 ± 3

60 ±3

54 ±4

4.1 ±0.29

5.0±0.29
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resultados,tras lostratamientosconclenbuterol,enfunciónde la dosis,vía de administración,

estirpeanimalo duracióndeltratamiento.

Encuantoalgrupotratadoconla asociaciónde clenbuteroly dexametasona(gráfica

n03)y teniendoencuentaqueladexametasonafUe administrada10 díasantesde finalizar el

tratamientocon clenbuterol,podemosapreciarque hasta ese momento se produce un

incrementoestadísticamentesignificativo (p< 0,01),delos pesoscorporalesdelos animales,

a partirde la segundasemanamanteniendounaevoluciónconstantehastala quintasemana,

dondela elevaciónesligeramentesuperior,coincidiendocon la administraciónsimultáneadel

corticoide. De esta manera, los animales siguen experimentandoelevacionesde peso

significativas(p< 0,01), incluso durantetodo el transcursodel periodo de retiradadel

clenbuterol.

Comparandolos resultadosobtenidosenesteexperimentoyiosde] grupotratadoúnica

y exclusivamenteconclenbuterol,existeunadiferenciaimportante,yaqueen esteúltimo caso,

hemosderecordarque unavez iniciadoelperiodode supresión,seproducíaun descensode

los pesos de los animales tratados,y estabilizaciónde los mismos, hasta igualarse

prácticamentea los controles.Sin embargo,con la asociaciónde la dexametasona,no sólo no

pierden,sino quegananpesoduranteelperiododeretirada.Ello pudierajustificarsedebido

aquela dexametasona,al serunglucocorticoidede síntesis,produciríaunaretenciónhídrica,

quepudieraserla responsablede estehecho,aunqueal carecerde efectomineralocorticoide,

másbien nos inclinaríamoshacia el efecto “permisivo” de los corticoides,siendolo más

probablequesemanifiestencambiosenla síntesisde proteínas,inducidosporesteroidesque,

asuvez,modificaránla capacidadde reacciónde los tejidos,de acuerdoalas características

generalesdeestoscompuestos(Goodmany Gilinan, 1997).

Por el contrario, paraAgbenyegay Wareham,(1991), en estudiosrealizadosen

ratones,seríael clenbuterolel responsablede prevenirla pérdidade proteínasmusculares

inducidasporladexametasona,antagonizandolaactividadcatabólicade ésta,y de ahíel hecho

dequeno seproduzcaenel periodode retiradaunadisminuciónde peso,tanacusadacomo
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enlos dosgrupostratadosúnicay exclusivamenteconclenbuterol.

Comoconclusión,a la discusiónrelativaa lagananciadepesocorporal,hemosde decir

queel tratamientoconclenbuterol,adosissuperioresa lasanabolizantesenroedores,produce

un espectacularincrementodelpeso,directamenterelacionadocon la edadde los animales,

vía de administracióny duracióndel tratamiento.Suasociacióna ladexametasonaestimula

tambiénla gananciade pesocorporal,persistiendoincluso duranteel periodode retiradadel

medicamento,probablementedebidoa la estimulacióndirectadel glucocorticoidesobrela

glándulaadrenal.
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EFECTOSSOBREHÍGADO

Nuestradiscusiónvaacentrarsesobredosapartadosdiferentes:

fl~ pesodel hígado

“~ estudioanatoniopatológicodelmismo

* Pesodel hígado

El pesodel hígadopuedeproporcionaruna informaciónmuy valiosaa la hora de

establecerla posibletoxicidadde un fármaco,tantoen lo queserefiereasuaumentocomo a

sudisminución,aunqueenocasionesno constituyeun parámetroque evalúeal 100%el grado

de toxicidad(Zinimermane Ishak,1997).Así, si seobservaun aumentodelpesopuedeser

debidoa queel hígadoesunórganoque sehipertrofiarápidamentecuandoseincrementala

demandafisiológica,y el incrementodelpesono tieneporquéserdebidonecesariamenteala

accióntóxicade un tratamientoenconcreto.Frecuentemente,los resultadosprocedentesdel

examenanatomopatológicodelhígadono secorrespondencon los procedentesde las pruebas

funcionales hepáticas,siendo en numerosasocasionesla histología la que estableceel

verdaderogradode lesióncelular(Culter, 1974).

En los resultadosobtenidosen nuestraexperimentación,con animalesprepúberes

(gráfican0 4), seobservaunaclaradisminucióndelpesohepáticode los animalestratadoscon

clenbuterol,conrespectoa los controles(pC 0,01),queseprolongahastalos quincedíasde

la retirada del tratamiento,momento a partir del cual experimentanuna manifiesta

recuperación,igualándosealpesodel hígadode los animalesutilizadoscomo control.

Nebbiael aL (1991) encontraronque el pesodel hígadoen ratasSprague-Dawley

hembras,sometidasauntratamientode 21 díasmediantesolucióninyectablede clenbuterol,

seve reducido.Enel casodenuestrosanimales,no semanifiestatanto la disminucióndelpeso
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hepáticocon respectoa los controles,como enel casodeNebbia,salvoenla última semana

detratamiento,en queyaseapreciandiferenciasestadísticamentesignificativas(pC 0,01),pero

ésto seproducejustocuandoterminael periodode lapubertady los animalesya sehacen

adultos.Elhechodequenuestrosresultadosno coincidancon los obtenidosporNebbia,puede

queseadebidoavariosfactores:enprimerlugarlos animalesutilizadospornosotroserande

distintaestirpe,LongEvans;porotraparte,los pesosinicialesde los animaleseranmenores

ennuestrocaso,yaque comenzamoscon animalesde un mesy un día, esdecir,prepúberes

y por tanto enplenafasede crecimiento,lo quejustificaríaun incrementonaturalde dicho

órganoperopor ambaspartes,tantocontrolescomoanimalestratados,mientrasque esteautor

utilizó animalesadultos,y porúltimo, la vía de administraciónesdistinta,ennuestrocasola

oral, frentea laparenteralde Nebbiael al.,(1991).

Sin embargo,cuandoestudiamoslos resultadosobtenidoscon los animalesadultos

(véasegráfican0 5) observamosunagrandisminucióndelpesodelhígado,estadísticamente

significativa(p< 0,01).Estadisminuciónesmáspronunciadadurantela primerasemanade

tratamientoe iríaasimismo emparejadaa la disminucióndel pesocorporaltotal, lo que es

perfectamentejustificable,por la influencianegativaqueejerceel clenbuterolsobrecl centro

del apetito,de ahísucarácteranorexígenodescritopordistintosautorescomo Maltin el al?,

(1992) o Bates(1991). Al influir el tratamientocon clenbuterolsobreel pesocorporal,

provocandounareduccióndelmismo(al inicio deltratamiento),es lógico pensar,queanivel

hepáticoocurralo mismo.

Nuestrosresultadoscoincidencon los obtenidospor Reedsel al?, (1986), quien

tambiénobservaunareduccióndelpesohepático,aunqueéstasemanifiestaa los 11 díasde

tratamiento.Ennuestrocaso,cuandotienelugar la mayorpérdidade pesoesenlaprimera

semanade tratamiento(a los 7 días),pudiendoatribuir estehechoalapérdidacorrelativade

pesocorporalexperimentadopor los animalesen eseperiodode tiempo.

Comparandoambos grupos, prepúberesy adultos,podemoscomprobaren los

primeros,cómodesdeel inicio del tratamientoelpesodelhígadoesmenorenlos animales
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tratados,hastala cuartasemana,justoen el comienzode lapubertad,enque seequiparaen

amboscasos,controly tratado,paravolver a descenderhaciala sextasemana,en quelos

animalesya sonpúberesy vuelvena experimentarunacaídadepeso,alcanzandoel mayor

índicede significaciónestadística(p< 0,01)enlaúltimasemanade tratamientoy el díade la

retiradadel mismo, parair reduciéndoseestasdiferencias(p< 0,05) a los 5 y 10 díasde

supresión,equiparándosede nuevoa los diezdíassiguientesdelperiodode supresión.A la

vistade estosresultados,podemosdeducir,que los efectosdel clenbuterolsobreelpesodel

hígadopuedenestardirectamenterelacionadoscon la edad,ya quecomopodemosobservar

en las gráficas4 y 5, querepresentanlos resultadosde los tratamientosde los animalesque

empezaronla experimentaciónsiendo adultos,y sobretododuranteel periodode retirada,

tienenlos mismosnivelesde significaciónestadísticaen los mismosperiodosde tiempoque

los prepúberes(p< 0,01),aunqueenel casode los adultos,comienzana equipararsemás

tempranamente,apartirdel día 10, mientrasque enprepúberesestosucedeapartirdel 15 de

la retiradadeltratamiento.

Conrespectoa los resultadosobtenidos,aplicandoel tratamientode la asociaciónde

cleubuteroly dexametasona,apareceuna disminucióndel pesohepáticode los animales

tratadoscondifórenciasestadísticamentesignificativas(p< 0,01)respectoa los controlesy al

grupodeadultostratadosconclenbuterolsólo, apartir de los 5 díasdelperiodode supresión.

Podríamosafirmar,a la luz de esosresultados,queel grupotratadocon la asociacióndel fi-

agonistay corticoidealcanzaunosnivelesde reducción,encuantoalpesohepáticoserefiere,

intermediosentrelos delos controlesy los tratadosconclenbuterolúnicamente,quizádebido

a un cienopapelde “enmascaramiento”ejercidoporestecorticoide.Así, sepuedeobservar

que duranteel periodo de retirada,a los cinco días,mientrasentreel grupotratadocon

clenhuterolsólo,las diferenciasconrespectoa los controlessonestadísticamentesignificativas,

los pesosdelos animalestratadosconla asociacióndedexametasona,prácticamenteseigualan

a los controles,hecho,porotraparte,que ponede manifiestoquela recuperaciónde estos

animalesesmásrápida,una vezsuspendidocl tratamientoque enel casode los animales

sometidosúnicamenteala influenciadel clenbuterol.
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Hayotrosautoresquesostienenque lo queseproducerealmenteesunadisminución

delpesodel hígado.Mientrasen otrasespecieséstosi estáperfectamentedemostrado,enla

ratadicha evidenciano estanclara, ya que enesasvariacionessiemprehay que teneren

cuenta,factorestan importantescomosexo,estirpe,edaddelanimal,dosisempleada,duración

del tratamientoo víade administración,como sereflejaen la siguientetabla, dondehemos

recopilado,los resultados(expresadosengramos)obtenidosporotrosautores:

Autor
=

Pullar,1977(S.Dawley-9)

Pullar, 1977(S.Dawley-9)

Pullar,] 977(S.Dawley 9)

Pullar, 1 977(S.Dawley-9)

Pullar,] 977(S.Dawley-d)

PuIlar, 1 977(S.Dawley-d)

Pullar, 1977(S.Dawley-a’)

Pullar,1 977(S.Dawley-d’)

Portillo, 1 988(Wistara’)

Chao, 1990 (Wistara”)

Chao, 1990 (Wistara’)

Muramutsu, 1990 (Aves)

Bates, 1991 (Ratónc?,mg)

Bates,1991(Ratónc?,mg)

Buyse,1991(Aves o’)

Buyse, 1991 (Avesa”)
Buyse, 1991 (Aveso”)

Buyse,1991 (Aves 9)

Buyse, 1991 (Aves 9)

Buyse, 1991 (Aves 9)

Nebbia,1991(S.Dawley9)

Nebbia,1991(S.Dawlcy9)

Nebbia,1991(S.Dawley9)

Chao,1992 (S.Dawlcy 1’)

Choo,1 992(S.Dawley a’)
Takahashi,1 993(Aves 9)

Control
=

6.03±0.14

6.03+0.14

6.03±0.14

6.03±0.14

3.58±0.32

5.71±0.32

8.37±0.32

8.58±0.32
4.05 ±0.1

13.5 ±0.3

12.4±0.2
15.4+0.4
340+13

346±13

17.8 ±1.6

17.8±¡.6
17.8±1.6

19.1±1.7

19.1±1.7
19. 1±1.7

10.3 ±0.2

10.3±0.2

10.3±0.2
10.3±0.3

14.3±0.3

14.9±0.01

Dosis

0.lmg/kg/15 d
lmg/kg/15 días

1 Omg/kg/15 días
SOmg/kg/15 días

2mg/kg/4días

2mg/kg/l1 días

2mg/kg/21 días

2mg/kg/21 días

1 mgorc/kg/23d/sc

0.Gmg/kg/7días

2mg/kg/3días

0.25rng/kg/21días

3ixg/4 días

3pg/8días

O.42ppm/42 días

O.42ppm/21 días

0.42ppni/14 días

0.42ppni/42 días

0.42ppm/21 días

O.42ppm/l4 días

2.Sgg/kg/21 días

2Spg/kg/21 días

SOpg/kg/21 días

4mg/kg/4 días

25mg/kg/5días

0.33 mg/kg/14d

Tratados

608±014

6.60±0.15

5.85 + 0.07
4.78 + 0.13

3.52±0.32
5.41 ±0.32

7.72±0.32

7.91 ±0.32

3.78±0.14
8.50±0.50

6.20±0.17

13.8±0.4

298±13
345±13

19.9±0.8

20.8± 1.1

17.9±1.07

20.4±1.0

19.5±0.6

18.8±0.7

9.1 ±0.3

9.7±0.4

9.9±0.1

9.4±0.3

11.9+0.3

16.34 + 0.01
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Autor Control Dosis Tratados

Moare, 1994 (Wístar?) 9.9±0.4 lmg/kg/l0 días 10.4±0.2

Moore, 1994 (Wistar 9) 9.9±0.4 4mg/kg//10días 10.1±0.3

Moore, 1994 (Wistar 9) 9.9±0.4 83mg/kgIlO días 9.8±0.4

Cardoso, 1996(Wistarcf) 12.6±0.64 4mg/kg/15días 12.87+ 0.86

Spencer,1996(Corderos9) 74! ±28 400¡.ig/Kg/49d 664±25.8

Deacuerdoa los resultadosobtenidospornosotros,trabajosrealizadosenrataspor

Reet al., (1993),demuestranqueel pesodelhígadopuedellegar a disminuir, aunquemuy

levemente,tras el tratamientoprolongadocon dicho fármaco.Los resultadosobtenidosen

nuestraexperimentación,reflejanunaclaradisminucióndelpesodelhígadodesdeel inicio del

tratamiento(pC 0,01),asícomounarecuperaciónprogresivadelmismo,unavezque seinicia

el periodode supresión,hastaigualarsea los pesosde los controles.

Si tenemosencuentala variacióninterespecie,Brambillaet al., (1994),observaronen

ratones,tras la administraciónintraperitonealde una sóla dosisde clenbuterol,pero muy

elevada(30 ~ig/gde pesovivo), hepatomegaliay porconsiguienteincrementode peso,que

puedenserdebidosa la acciónmetabólicadel clenbuterol.Ennuestrocaso,no seproducen

estosfenómenos,debidoquizáala dosisempleada,queesmásreducida(1¡.ig/g), perotambién

máscontinuada(45 díasde tratamiento),sin obviarporsupuestoque la especieconsiderada

esdistinta(rata).

Muramutsuet al., en 1991 observaronque, a diferencia de otras especiesde

mainíttros,enlas avesexistenvariacionesdelcomportamientode los 13-agonistasencuanto

serefiereal sexo,yaquelos efectosde éstossonmuchomásacentuadosenhembrasqueen

machos.En pollos de tres a seis semanasde edad, el peso del hígado se ve reducido

considerablemente,mientrasqueel contenidoproteicohepático,RNA y el contenidode grasa

no presentancambiossignificativos. Todo ello puedeserdebidoa la duracióndeltratamiento

(tressemanas),dosisempleada{0,25 mg/kg)demasiadobajao la vía de administración(en la

comida). Nuestrosresultadosmuestranun descensodel pesodel hígadoque alcanzalos

160



Efectossobreel hígado Discusión

máximosnivelesen la tercerasemanadetratamiento,aunquecarecede significaciónestadística

(p> 0,05).Ennuestraopinión,ello podríaserdebidoaquejusto eneseperiodode tiempo(tres

semanas)escuandotiene lugar la máximaabsorcióndel fármaco (Sauerel al., 1995) y

comienzalo que sedenomina“dosis de acostumbramiento”,apartir del cuallos efectosdel

clenbuterolparecenestabilizarsey no seobservanlasdiferenciasespectacularesdelcomienzo.

* Estructuray ultraestructurahepáticas

Elexamenhistológicodelhígadoresultade granutilidad, paraasegurarla sensibilidad

de los parámetrosséricos,ya que en caso de una alteraciónmínima de éstos,la evidencia

histológicade dañotisular esdetectablea dosismuy bajasde unasustanciasupuestamente

hepatotóxica(Kosrudel al?, 1973;MacSweeny Scothorne,1997).

El examenanatomopatológicode nuestrosanimalesa nivel microscópico está

representadoen las fotograflasy demuestrala clara ausenciade lesioneshepáticasen los

distintosperiodosde la faseexperimental,quecomprendendesdeel inicio deltratamientoal

periodode retiradao supresióndelmedicamento.A nivel macroscópicotantocoloracióncomo

consistenciaerannormales,exceptuandoalgunoscasosaislados(tantoencontroles,como en

animalestratados),en los que sedetectabauna ligera congestión.Ésto lo atribuimosa la

recolecciónde sangre,que enesoscasos,fuesemenor,y portantoal quedaracumuladaen

hígado,macroscópicamenteadquiríanunaligeratonalidadoscura.

Al igual quenosotros,Biolatti elal?, (1994)ya habíandetectadoencerdastratadascon

clenbuterol(1 ppm/48días),hígadosmásoscurecidos,peroestosautoreslo atribuyeronal

mayoracumulode glucógeno,alrededorde la venacentralen los animalestratadoso del

lóbulo hepáticoen los controles.MediantelatinciónHIE, nosotrospudimoscomprobarque

el acúmulodeglucógenoeranormal,y siemprealrededorde lavenacentral.Enotroscasos,

y coincidiendoconMaltin etal., (1992),medianteestudiosde morfometría,comprobamosuna

ligeradisminucióndeltamañode los hepatocitos(gráfican0 8). La explicaciónaestefenómeno

sedeberíaaqueelclenbuterolesun potentevasodilatador,porlo que seproduceunaumento
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del fluido sanguíneohepático,lo queconduceaunamayorcompresiónde los hepatocitosy,

lógicamente,éstosdisminuyende tamaño, como indican los valoresmediosde nuestros

resultados(25,3+ 3,39 ¡im los controles,21,3+ 2,90 ¡.tm los tratados),aunqueestareducción

no va acompafiadade lesióncelular.

Paraconfirmarla normalidad,respectoa laestructurahepática,procedimosal examen

ultraestructural,reforzandoaúnmáslos resultadosobtenidostrasel examenmicroscópico.En

nuestraopinión,y porla evidenciade las pruebasrealizadas,el clenbuteroladministradoa los

animalesno supusoningunaalteraciónconrespectoaflincionalidady estructurahepáticas.Por

el contrario, Cerruti Sola el aL, (1996) afirman que en aves hembra, las lesionesmás

consistentessonhipertroflalinfoide e infiltración en la mayoríade los tejidos,aunqueestos

cambiossonparticulannenteevidentesen riñón, musculaturaesquelética,hígadoy tracto

gastroentérico.Entrelos cortesde hígadode los animalestratados,seobservaun descensodel

porcentajeglobal de glucógeno,comparadocon los controles,el glucógenoseconcentra

alrededorde la venacentralenlugarde suhabituallocalizaciónsobretodala superficiede los

lóbulos hepáticos.Estosautorestambiénobservadegeneraciónhialinaen los hepatocitosy

afirmaquelaslesionesaumentanen los animalestratadosamayordosis.

Encontraposición,Marcatoy colaboradores,(1985)publicaronun estudiorelativoa

lasúlcerasdeabomaso,y observaronquelos hígadosde los animalestratadosconclenbuterol,

al cabode cuatromeses,no presentabanlesionesorgánicasanivel hepático,mientrasqueen

los controlesaparecíandoscasosde lesionesdegenerativaso fibrosis hepáticas.Esteestudio

refuerzalos hechosanatomopatológicoscomprobadospornosotrosen lasratas,en lascuales

ni macroni microscópicamenteseaprecianlesionesy además,ennuestrocaso,los controles,

incluso presentanavecespeoraspectohistológicoquelos animalestratados,destacandola

presenciade hepatocitosesmeriladosque nos hicieronrecurrira otrastécnicasde tinción,

(Tricrómicode Massony Platametenamina),paradescartardefinitivamentelesionesen estos

animalesque, insistimos,no habíansido tratados.

Comoresumen,indicamosqueel tratamientoconclenbuterolproduceunareducción
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delpesodelhígado,cuyamagnitudpuedeestarrelacionadacon laedadde los animales

Cuandoseasociael clenbuterola ladexametasona,la disminucióndelpesohepático

duramenostiempo, lo que indicaunarecuperaciónmástempranade los animalesfrenteal

tratamiento,unavezconcluidoéste.Enningunode los tratamientos(clenbuterolo clenbuterol

y dexametasona)la pérdidatransitoriadepesohepáticono lleva emparejadala apariciónde

lesionesmacroscópicas,microscópicasni ultraestructurales,independientementedela edadde

los mismos. Posteriormente,los hígados de los animales tratados, recuperanpeso

progresivamente,unavezqueseproduceelperiododesupresióndel medicamento.
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CONCENTRACIONESPLASMÁTICAS YHEPÁTICASDE CLENRUTEROL

Parallevar acaboun examenexhaustivodelos efectosproducidosporel clenbuterol

en nuestraexperimentación,creímosconvenientecompletardicho estudio mediantela

determinaciónde las concentracionesde estebeta-agonista,tantoensangrecomo enhígado,

ya quemediantela administracióndeunadosisdeterminada(lmglkg) podríamosestablecer

la cantidadexactade la misma vehiculadaporla sangrey la almacenadaenel hígado,para

poderprobar o descartarlesionesorgánicasa estenivel, como ya realizamosmedianteel

estudioanatomopatológicodelmismo.

No administramosel tratamientodel clenbuterolasociadoa la dexametasonaa los

animalesprepúberes,para evitar el posible efecto inmunosupresorque la dexametasona

(BaIlaríay Sala,1995)podríadarlugara estosanimalesy obtenerresultadosque pudieran

resultarcontradictorios(Jiangel al., 1996).

Los resultadosobtenidos,muestranunasconcentracionesplasmáticasde clenbuterol

prácticamenteparalelasentodos los grupos,desdeel inicio deltratamiento,hastala retirada

del mismo. Cabe señalar, sin embargo,que encontramosdiferencias estadísticamente

significativas(pc0,001)entrelos mismosconrespectoal grupocontroldesdelaprimeratoma

de sangre,quetiene lugara los sietedíasde iniciadoel tratamiento.Porotraparte,enel grupo

integradopor los animalesprepúberes,seobserva,endeterminadastomasde sangre(1-2 y

1-4), unamayorconcentracióndeclenbuterolqueen los adultos,justoantesdel inicio de la

pubertad,hastalascincosemanas(1-5) enquelos nivelesde clenbuterol,tanto enpúberesya,

comoenadultos,sonprácticamentesimilares,aunqueligeramentesuperioresenestosúltimos

hastallegar al periodode supresiónenque no sedetectanconcentracionesplasmáticasde

clenbuterolenningunode los grupos(enadultosa los 5 díasde la retiraday enprepúberesa

los diez).El grupode adultostratadoconclenbuteroly dexametasona,muestraenel momento

de la retirada(R-0), unasconcentracionesinferioresa las de los dos grupostratadoscon

clenbuterol,de tal maneraquea los cincodíasestánigualadasa los controles.
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A la vistade los resultadosobtenidos,podemosdeducirque la acumulaciónplasmática

del clenbuteroly sueliminaciónestánrelacionadoscon la edad,comparandolos resultados

procedentesde los animalesprepúberesy adultos,conunosaltos nivelesde significación

estadística(p< 0,001). Así, podemosobservarque los animalesprepúberescomienzana

alcanzarlas máximasconcentracionesa los 15 díasdeltratamientomientrasque los adultos

tardanunasemanamás,aunquetambiénlogranunosnivelesplasmáticosmayores.Nuestros

resultadoscoincidenconlos obtenidosporMeyer y Rinke, (1991)y Sauerel al?, (1995)en

terneras.Sin embargo,tanto la dosis empleada(10kg/kg), vía de administración(pienso

medicado)y especie(terneras)elegidaspor estosautoresson distintasa las de nuestra

experimentación.

Encuantoa lasconcentracioneshepáticasde clenbuterol,podemosobservar,que,en

el momentode la retirada,los nivelessoniguales(concentracionessuperioresa50 ng/mi) en

los adultostratadosconclenbuterolo laasociaciónde ésteala dexametasona,no apareciendo

en esemomento diferenciasestadísticamentesignificativas.A partir del quinto día de la

supresiónde ambostratamientosya seobservanclarasdiferencias(p< 0,001)entreambos

grupos,igualándoseapartir delos quincedías, lo que indicala eliminacióny detoxicaciónde

amboscompuestos.Puedeque la dexametasonaactúe sobrelos receptoresi32 hepáticos

produciendoun bloqueodelos mismos,de tal maneraqueno sonestimuladospor la presencia

declenbuteroly por ello se observaesagrandesproporción,en el quinto díade la retirada,

entrelos dosgrupos(Lindeilel al?, 1994).

Porlo querespectaal grupotratadocon laasociaciónde clenbuteroly dexametasona,

esclaroel “efectoborrador”queejerceéstaalmanifestarunosnivelesplasmáticosdetectables

declenbuterolsignificativamenteinferiores(p<0,001),conrespectoa los grupostratadoscon

clenbuterolúnicamentey conrespectoa los controles,apartir de las tomas6 y 7. Ello podría

serdebido,ennuestraopinión,bienaun efectosupresorde ladexametasonasobrela glándula

adrenal,de acuerdoconToutainel al?, (1984),o aun cierto “secuestro”delclenbuterolanivel

hepático,producidopor el corticoide,de acuerdocon Foucauldel al?, (1998)y Falkner

(1998),de tal formaque envirtud deun fenómenode retroflhncionalidadnegativasobrelos
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receptoreshepáticos,las concentracionessanguíneasde clenbuterolseríanmenores,en el

grupotratadocon la asociación,hastaquehantranscurridolos quincedíasde retiradadel

t~rmacoy los nivelessonigualesa los de los controles;esdecir, yano sedetectaclenbuterol.

Comoconclusiónfinal, podríamosestablecerquesi bienlaedaddelanimalpuedejugar

un papel importanteen lo que a metabolismodel clenbuterolserefiere, el hechode ser

administradojunto aotrassustanciascomoglucocorticoidessintéticos(dexametasona),puede

enmascararlos nivelesdetectablesensangreo enhígado,dandolugarafalsosnegativosenlas

distintas técnicas analíticasempleadas,lo que supondríaun fraude con respectoa la

verificaciónde si un animalestátratadoo no conclenbuterol.
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INSULINA

La insulinaesunahormonaestrechamenteligadaa los procesosmetabólicosquetienen

lugar enel organismo.A corto plazo,incrementala oferta intracelularde sustratosparael

almacenamientode energía,activandosistemasde transporte,intensificandolaabsorciónde

la glucosa,aminoácidosy ácidosgrasos.Enestafhse,el hígadoesunaexcepción,ya queel

pasode glucosay ácidosgrasos,es independientede la insulina(Goberna,1992).

A medioplazo,los efectosmásnotoriosproducidosporla insulina,secentransobre

la actividadenzimática,orientadaala síntesisde triacilglicéridosy glucógeno.Todo ello, se

traduceen un incrementode las actividadesenzimáticasrelacionadasconla formaciónde las

reservasenergéticas(Priory Smith, 1982).

Decidimosdeterminarlas concentracionesplasmáticasde insulina porel papeltan

flindanientalqueéstadesempeñaen elmetabolismode los glúcidos,ácidosgrasosy proteínas.

Seanalizarondichasconcentracionesen los animalesprepúberesúnicay exclusivamente,para

ver comoinfluía el tratamientoconclenbuterolsobrelos nivelesdeestahormonaen la fasedel

crecimientode los animales,yaquemientrasqueen lapubertadaumentala secreciónde OH

(hormonadelcrecimiento),estaelevaciónno vaacompañadade un aumentoimportantede los

factoresde crecimientoinsulinicos(IGF) enplasma(Devesaet a!,1992).

De los resultadosobtenidosen nuestraexperimentación,sepuedeobservarque,

partiendo de una toma basal, durante la primera semana de tratamiento se elevan

progresivamentelas concentracionesplasmáticasde insulina en los animales tratados,

alcanzandolos nivelesmáximos a la cuarta semanade tratamiento(T 5), siendo estas

diferenciasestadísticamentesignificativas (p< 0,01). A partir de la quinta semanade

tratamiento(1 6), y durantelos periodosde retirada,se observanvariacionesqueno son

estadísticamentesignificativas(p> 0,05),en tantoen cuanto,los valoresde insulinaoscilany

desciendenen los animalestratados,mientrasque en los controlesal mismo tiempo van

elevándose.
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Resultadosobtenidosporotrosautoresdemuestrantambién,al igual que ocurreen

nuestrosanimales,quetraslos tratamientosconclenbuterol,se produceunincremento,bien

enlaliberaciónde insulinao enel incrementode la sensibilizaciónde los receptoresinsulínicos,

sobretodoanivel de los tejidosmusculary adiposo,y no enhígado(Ahreny Lundquist,1981;

Bonenel a!, 1986; Morgan1990).La administracióncrónicadeclenbuteroldisminuyeel

taniafiodelos adipocitossubcutáneosy perirrenalesy hayunarelacióninversaentreel tamaño

de las célulasgrasasy la subidade glucosaestimuladapor la insulina. De estemodo, el

tratamientocon clenbuterolestimulaa estascélulas empequeñecidasparaque seanmás

sensiblesa la insulina (Torganelal?, 1993).

Emeryelal?, (1984)y Mc Efligot el al., (1987)no observancambiosenlos nivelesde

msulina,entratamientoscrónicos,y si éstosse producenla tendenciaeshaciaun descenso,

perocarecede significaciónestadística,mientrasqueen nuestrocasoobservamos,desdeel

inicio del tratamiento,unaelevaciónprogresivade dichosniveles.En nuestraopiniónésto

puedeserdebidoenprimerlugara la víade administraciónempleada,ennuestrocasola oral,

y sesabequelos efectosdelclenbuterolsonmásduraderoscuandoseutiliza estavía, como

ya señalóLafontanet al., (1988); portanto, daríamástiempo ala activación,porpartedel

beta-agonista,de los receptoresinsulinicostanto pancreáticoscomo deltejido adiposo.Por

otrapartey ensegundolugar,estosautores,realizaronsus trabajosconmachos,y nosotros

conhembras,ademásde incluir como esel casode Mc Elligot elal., (1987),ratasdiabéticas,

parasu estudio,y lógicamentela respuestano esla misma, aunqueparadójicamente,observa

un ligero descenso,enlas ratastratadascon clenhuterol.

Otro factorque creemosde vital importancia,en nuestrotrabajoy de acuerdocon

Reedsel al?, (1987),esla edadde los animales,yaquesetratade impúberesquealcanzanlas

diferenciasconmayoríndice de significaciónestadística(p< 0,001),justohastaelperiodoen

que terminanla pubertad.Podría existir, a nuestrojuicio, una relaciónmuy directa con

respectoa lahormonadel crecimiento,hechoquepudimoscomprobarmediantelaobservación

externadel desarrollode lamasamuscular,enlos animalestratadosdeacuerdoa los estudios

realizadosen corderosjóvenespor Young el al?, (1995), y por ello, al administrarel
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clenhuterol,seproducenesasdiferenciasconrespectoa los controles,aunqueambosgrupos

tenganla mismaedad,ademásdeno olvidar queuno de los tejidosde elecciónporexcelencia

de la insulinaesel muscular.

El clenbuterolactúasobrelos receptoresmusculares~ frentea la insulina (HIera,

1993),dandolugaraunaumentode la acciónanabolizantede estahormona,anivel muscular.

Porel contrario, Yangy McElligot (1989)y Liu y MilIs (1990)sostienenque el númerode

receptores13 anivel musculary de tejido adiposodesciendeen roedoresy, entratamientos

crónicos con beta-agonistas,las concentracionesplasmáticasde insulina, permanecen

mvariableso descienden,pero Yang y McElligot (1989) no especificansi se refiere al

clenhuterolo a otro agonista¡3-adrenérgico.En nuestrocaso,y como ya hemosexplicado

anterionnente,aunqueno hemosdeterminadolaproporciónde receptores,hemosobservado

un incremento,estadísticamentesignificativo, delas concentracionesplasmáticasde insulina

(p<0,05 hastap<0,001),entratamientoscrónicosconclenhuterol(45 días)y ello nosinduce

a pensarque quizá la densidadde estosreceptores,sobretodo a nivel muscular,se vea

incrementaday la respuestaportanto,seadiferente.Liu y MilIs (1990)atribuyenesteefecto

a la presenciadeagentesqueestimulanlaproducciónde AMP-c, en estecasoel clenhuterol,

peroestosautoreshanrealizadosustrabajosen adipocitosdecerdomediantecultivos in vftro,

mientrasque nuestraexperimentaciónserealizó con animalesvivos y ademásroedores,

pudiéndoseencontrardiferenciasporestemotivo.

En definitiva, e] tratamiento con clenbutero] produce un aumento de las

concentracionesplasmáticasde insulina, debido al aumentode la sensibilizaciónde los

receptoresentejido adiposoy muscular,aunquetambiénesvariabledichoefectoen función

de la edadde los animalesy víade administraciónempleada.
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GLLJCOCORTICOIDES:CORTICOSTERONAy CORTISOL

Algunosanimalesde laboratorio,talescomo hámsters,cobaya,y gerbillos, separecen

alhombreenlo referentea queel cortisol esel glucocorticoidemássecretado,mientrasque

otros roedores, tales como la rata y el ratón, principalmentesecretancorticosterona

(Woodman,1997).Estaescasacapacidadparaproducir cortisol, segúnConleyy Bird (1997),

sedebealasrutasmetabólicasde la esteroidogénesisadrenalen lasdistintasespecies,yaque

la rataproducemayor cantidadde corticosteronaporun deflcit de la enzimacP4SO 17 a

hidroxilasa20 basa,responsablede la transformaciónde pregnenolonaen los precursoresdel

cortisol.

Entrelas funcionesllevadasacabopor los glucocortioides,al mismotiempoquese

encarganderegularel metabolismodeglúcidos,proteínasy grasas,intervienen,deunamanera

fundamental,endotaral organismode unamayorcapacidaddereacciónfrenteal estrés(De

Paolo y Masoro, 1989). Por esta razón,en lo que a efectosmetabólicosse refiere,

determinamoslas concentracionesde ambos.

De los resultadosobtenidos en nuestra experimentación,con respecto a las

concentracionesplasmáticasdecorticosterona(gráficas10 y 11), seobservaunaelevación,

estadísticamentesignificativa,en los grupostratadosconclenbuterol(prepúberesy adultos)

desdela primerasemana(pc 0,05),hastaquetranscurren5 díasdelperiodode retirada(p<

0,001),momentoapartirdel cualseproduceun descensodrásticode dichasconcentraciones,

hastaequipararsea las de los controles,durantelos quincedíasrestantesque completanel

periodode supresión.

En el grupo tratado con clenbuterol y dexametasona,la evolución de las

concentracionesdecorticosteronaesigualqueenel casoanterior,pero la caídade las mismas,

apartirdelquinto díaesmuchomáspronunciada,llegandoa situarseaunosnivelesinferiores

a los de los controles,apartir de los 10 díasde la retiradadeltratamiento,aunquecarecede

significaciónestadística(p> 0,05).
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Lasconcentracionesde cortisolen animalesprepúberesexperimentan(gráfica 12) a

partir de la primerasemanade tratamiento,unaelevaciónestadísticamentesignificativa(p<

0,001)conrespectoa los controles,alcanzandolos máximosnivelesenel díade la retiradadel

tratamiento,justocuandoterminala fasede la pubertad.

Las concentracionesde cortisol, en los animalesadultos,aparecenreflejadasen la

gráfica 13 y, sontambién,superioresa las de los controles(p< 0,001),elevándose,eneste

caso,apartir de la segundasemanade tratamiento(p< 0,001).

Conrespectoal grupotratadoconlaasociaciónde clenbuteroly dexametasona(gráfica

13), también se produceun incremento de las concentracionesde cortisol (p< 0,05)

comparadascon lasde los controles.

Nuestrosresultadosindican un claro aumentode las concentracionesde ambas

hormonas,coincidiendocon los resultadosobtenidosen rataspor Sillenceel al?, (1993)y

Bruckmaiery Blum (1992)enterneras.Estopuedeserdebidoa queel númerode receptores

~ tisularesseveaincrementadopor los glucocorticoides,pudiendoseréstaunarazónpor la

cualel grupotratadocondexametasonay clenbuterol,alcanzaselas concentracionesmásaltas

de estosdosparámetros.ParaYangy McElligot (1989),las concentracionesde cortisol no

varían,ni en corderosni enratas,aunquecoincideennuestrasapreciaciones,al destacarque,

regulanel númerode receptores.

Por otra parte, y de acuerdocon Spencery Oliver (1996), la elevaciónde los

glucocorticoidesva precediday acompañadade alteracionesen la actividaddel Sistema

NerviosoSimpático,enparticularunaelevadasecreciónde epinefitinay norepinefrina,siendo

el clenbuterolel responsablede estaelevaciónporsuestímulosobrelaACTH hipofisariaque

producela descargade catecolaminas,aumentandola producciónde glucocorticoides

procedentesde la cortezaadrenal,por lo que, lógicamente,susnivelesen sangreperiféricase

encuentranmuy elevados.De la mismaopiniónesBuyseel aL, (1991)que,entrabajoscon

aves, demuestraque los tratamientos con clenbuterol aumentan la producción de
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glucocorticoides,especialmentecorticosterona,pero,al contrarioqueennuestroestudio,ésta

es mayoren animalesmásjóvenesy enmachos.En nuestrocaso,los nivelesmásaltos de

corticosteronase detectanen los animalesadultos, mientras que los que iniciaron el

tratamientosiendoprepúberesexperimentanunagransubida,peroéstano estanespectacular

como enlos anteriores,debidoquizáa queesténimplicadosotrosmecanismoshormonales.

Las concentracionesde cortisol,porelcontrario,alcanzanunosvaloresplasmáticosmásaltos

quelas decorticosteronaenlos animalesprepúberesy ello podríamosjustificarlo, de acuerdo

con Cardosoy Stock (1998), a las concentracionesde insulina obtenidasenestegrupo,

claramentesuperioresa las de los controles,lo queprovocaunacaídade las concentraciones

plasmáticasde glucosa,queestimulalaproducciónde ACTH, dandolugara la elevaciónde

los nivelesde cortisoly los de corticosterona.

Por otro lado, Ait-Chaoui n al? (1995), en ratasLong-Evansde distintasedades,

observanunincrementoenlas concentracionesde corticosteronamásacentuadoenanimales

jóvenes.Estopodríaserdebido,en la opiniónde esosautores,aque amedidaqueel animal

va envejeciendola esteroidogénesisadrenalva reduciéndose,quizáporquela edadpuede

alterarlasconcentracionesde las moléculasa lascualespuedenestarexpuestaslas adrenales

y por tanto la sensibilidadfrenteala ACTR.

Conrespectoal tratamientocombinadode clenbuteroly dexametasona,discrepamos

conBettey Kietzmann(1991)y Ait-Chaoui(1995) ya queéstosdestacanunadisminución

de los nivelesde corticosteronain vivo en ratastratadascondexametasona.Nosotros,hemos

observadoun aumentode dichasconcentracionesen los animalestratadoscon clenbuterol y

dexametasona,aunquebienescierto, que éstassonmenoresque en los animalestratados

únicamenteconclenbuterol,lo cualeslógico, yaqueporunaparteel clenbuterolaumentalas

concentracionesde corticoidesy porotra,ladexametasonabloqueala producciónendógena

de ACTH (Almeida el al?, 1997; Gómezel al?, 1998), y por ello disminuyenlos niveles

plasmáticosdeestahormona,en relacióna losgrupostratadosexclusivamentecon clenbuterol.

Estosdos hechos,sonlos responsables,desdenuestropuntode vista,de queel aumentode

lasconcentracionesdecorticosteronaobservadoen los animalestratadoscon la asociaciónde

172



Glucocortico¡des:corticosteronqycortisol Discusión

clenbuteroly dexametasona,sesitúeen unosvaloresinferioresa los de los animalesexpuestos

solamenteal clenbuterol.

En definitiva, el tratamientoconclenbuterolsólo o asociadoa la dexametasona,en

ratas,dalugaraun incrementode lasconcentracionesde corticosteronay cortisol al provocar

un incrementodel número de receptoresJi~ tisuJares,o al estimulardirectamenteel eje

hipotálamo-hipofisario-adrenal,pudiendojugartambiénunpapelimportantela edadde los

animalesy determinadosestadosendocrinosde los mismos.
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ESTEROIDES GONADALES: PROGESTERONA,17-fi ESTR~4DIOL Y

ANDROSTENODIONA

PROGESTERONA

Confomiea los resultadosobtenidosennuestraexperimentación,podernoscomprobar

que los nivelesde progesterona,en los animalestratadoscon clenbuterol,son claramente

inferioresa partirde lasegundasemanade tratamiento(p< 0,05),alcanzandolas máximas

diferenciasjusto en las tresúltimassemanasanteriores(T-5, 1-6y 1-7)a la finalizacióndel

mismo (p< 0,001).A partir de la sextasemana,seinicia un periodode recuperaciónen los

animalestratados,quecoincideconunadisminuciónparalelaen los animalescontrol,lo que

seapreciamuy claramentea medidaque se producela retiradadel fármaco,llegando a

igualarse,práticamentea los 20 díasdela retirada.Porlo querespectaal grupotratadocon

la asociaciónde clenbuteroly dexametasona,escurioso observar,duranteel periodode

supresión,no sólo comolos nivelesno descienden,sino quesesitúanen un rango superioral

de los controles,llegandoaalcanzarlas máximasdiferencias(p<0,001)a los cincodíasde la

retiradadeltratamiento,aunqueposteriormente,descienden,paraelevarseligeramentea los

20 díasconrespectoa los controles.

A nuestrojuicio, que coincideconel de Sillenceel al? (1995), el descensode los

nivelesdeprogesterona,enlos animalestratados,seproducepor el mecanismode accióndel

clenbuterolsobrelos receptoresde progesterona,a nivel ovárico, ya que provocauna

disminución de dichos receptoresy, por lo tanto, se ve considerablementeafectadala

liberaciónde la hormona.Dacastoet al. (1994),medianteinvestigacionesencerdos,especie

animaldecrecimientorápido (al igualquelos roedores),tambiénencontraronunadisminución

de las concentracionesplasmáticasde progesterona,pero,adikrenciade Sillenceel al. (1995),

estos autorescomprobaronque se producíaun incrementode las concentracionesde

receptoresde progesteronaenútero y no en ovario. En amboscasos,íos tratamientoscon

clenbuterolproducenalteracionessobreel númerode receptoresde progesterona,anivel del

aparatogenital,influyendoposteriormentesobreel ejehipotálamo-hipofisarioy dandolugar
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aun fenómenoderetroflincionalidadnegativa,quebloquearíalarespuestadelórganoefector,

y por ello, en vez de aumentar, disminuirían las concentracionesde progesterona,

independientementedelaumentode receptoresde progesteronaanivel ováricoo uterino.

Deacuerdocon Biolatti elal?(l990),podríamospensarque el descensodelos niveles

plasmáticosde progesterona,podríadebersea los hallazgosanatomopatológicosobservados

a nivel del tracto genital,que coincidenmacroscópicamentecon los nuestros,tanto a nivel

ovárico,dondepudimoscomprobarla existenciade unamayorprolitéraciónde folículos en

distintosgradosde desarrollo,comoanivel uterino,conun mayorengrosamientodel mismo,

enlos animalestratadosconclenbuteroly quecomportaríanundescensode la actividadcíclica

ovárica.Conrespectoal grupotratadocon la asociaciónde clenbuteroly dexametasona,y de

acuerdoconBiolatti el al? (1994)pudimosobservar,en los ovariosde lashembrastratadas,

un menornúmerode folículos, debidoprobablementea la acciónde la dexametasona.

En cuantoa la variaciónde los valoresde progesteronay coincidiendoconButcherel

al? (1974),duranteelperiodode retiradaen los animalescontroles,podriamosatribuirlosa la

ibsedel ciclo enlaqueseencontrasendichashembras(cuyo cálculoserealizaría,enfunción

de lasconcentracionesde progesteronaobtenidas,y la interrrelacióncon los nivelesde LII de

acuerdoa esteautor).Butcherelal. sostienenque, enla rata,los nivelesde progesteronase

incrementancoincidiendoconla descargapreovulatoriade LH, variandosumargendesde1-5

ng/ml a40-50ng/ml ensueroo plasma.Después,la concentraciónde progesteronadesciende

a los nivelesbasalesdelestro,coincidiendoconun incrementode los nivelesde LII procedente

de las gónadasy posteriormentese produce una nueva elevaciónde los niveles de

progesterona,quesehacemáspatenteen el primerdíadeldiestro,alcanzandounosvalores

de 20-30ng/ml.

Nosotrospensamosque si estasvariaciones,en cuanto a concentracionesde

progesteronaserefieren,estánrelacionadascon los nivelesde LH no seproduciríanpor un

efectosobrelos receptoresde LH anivel genital, sino directamentesobreel eje hipotálamo-

hipofisarioya que como esdetodosconocido,laLH, esunahormona,cuyadescargaestá
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relacionadamuy estrechamentecon factoresexógenos.

Ennuestrocaso,y dadoqueseproduceunasupresióndeltratamiento,eslógico pensar

que,apartir de ésta,los animalestratadosexperimentenunasvariacionesqueconducena la

recuperaciónde los valoreshormonalesnormales,alterarándoseal mismotiempo,la ciclicidad

de los mismos y los controles,de tal maneraque los niveles máximos y mínimos, de

progesteronay LII, variarían,enfunciónde la nuevasituacióncreadaapartir de la retiradadel

medicamentoque constituiríaun factor exógenoimportantísimoy, por tanto, a nivel del

SistemaNerviosoCentralseproduciríanesasoscilacionesdetectadas,ennuestrosanimales

utilizadoscomocontrol,hastaadaptarsecompletamentey volver atenerunacidicidadmás

homogénea.Porsupuesto,estosresultados,correspondientesalperiodode retirada,respecto

a los controles,carecende significaciónestadística(p>0,05).

Otro factor que puedeinfluir sobrelas concentracionesde progesterona,y que

debemosteneren cuenta,es la dosisempleada,de tal maneraque la utilización de dosis

elevadasde cleubuterol,en tratamientoscrónicos,produceun efectobloqueantesobrelos

receptoresde progesteronay las concentracionesde la misma, a la luz de los resultados

obtenidospornosotros,disminuyen,mientrasque,porel contrario,paraNebbiael aL (1991)

no sevenaféctadas,claroquela dosisa la queobservaesteefecto(50jag/kg)essensiblemente

menora la empleadapornosotros(lmg/kg) y, por tanto,el bloqueode los receptoresde

progesterona,ennuestrocaso,seríamayory, consecuentemente,la liberaciónde lahormona,

menor.

Sin embargo,Re el al? (1993) observaque las concentracionesplasmáticasde

progesteronano seven afectadas,a pesarde la apariciónde las lesionesmacroscópicas

observadasen el tracto genital, afirmando que el tratamientocon clenbuterolno afecta

significativamentealnúmerode receptoresde progesteronauterinos,aunqueen estudiosmás

recientesseha visto quela estimulaciónde los receptores13-adrenérgicos(Re,el al? 1997),en

el SNC, estádirectamenteimplicadaen la supresiónde la liberaciónde las gonadotropinas

debido a la supresiónde la liberaciónde la LII, medianteel estímulode los receptores«2~
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adrenérgicos(Cagampangel aL, 1992) y se observanalteracionessignificativas en las

concentracionesdelos receptoresdeprogesterona,en tratamientoscrónicos,lo cualapoya

nuestrateoría.

Concluyendo,el tratamientoconclenbuterol,y en funciónde la dosisy en situaciones

de cronicidad,da lugara unacaídade los nivelesde progesterona,al disminuir, localmente,

el número de los receptoresde progesteronaa nivel genital, originando lesiones

macroscópicas,o bienalactuaranivel central,sobreel ejehipotálamo-hipofisario.

17fl-ESTRZ4DIOL

Estahormonaperteneceal grupode los estrógenosquejunto con la progesterona,son

los responsablesde los procesosreproductoresen la hembra.En las adrenales,tambiénse

secretaestradiol,aunqueenpequeñascantidades(Woodman,1997).

Los resultadosobtenidos,ennuestraexperimentación,nospermitenobservar,cómo

eltratamientocon clenbuterolelevalas concentracionesplasmáticasde 1 713-estradiol,apartir

dela teiterasemanade tratamiento,alcanzandolos mayoresnivelesel díade la retirada,con

un altísimoíndicede significaciónestadística(p< 0,001),simultáneoa la disminuciónde las

concentracionesdeprogesterona.A partir dc estemomento,tienelugarunacaídadrásticade

dichosniveles,hastaqueseigualanprácticamenteal de los controles.

En eltratamientoenqueseañadedexametasonatambiénseproduceunaelevaciónde

dichosniveles,pero adiferenciaconel tratamientoanterior,persistey seincrementa,conun

alto índicede significaciónestadística(pc0,001)duranteel periodode supresión,con respecto

al grupo controly al tratadocon clenbuterol,subsistiendoesteefectoa los 20 díasde la

retirada,lo quepudimoscorroborarmacroscópicamentepor la apariciónde quistesfoliculares

enlos ovariosdeestashembras.

Estosresultadoscoincidenconlos obtenidosporReel al? (1990)enratonesy Dacasto
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el al. (1994) en cerdos,observando,del mismo modo, un incremento,estadísticamente

significativo,de los nivelesde 1 713-estradiol.Creemosque la explicaciónde esteincremento

sedebeal aumentode la concentracióndelnúmerode receptoresde estrógenos,paralelaa la

disminucióndel númerode receptoresde progesterona,tantoenútero comoenvaginay, al

aplicartratamientosprolongados,seproduceunaintensaestimulaciónbeta-adrenérgica,que

conduceala mayorproducciónde estrógenos(Re et al., 1993)y, por tanto,faltade cidicidad

ováricaanivel de los órganoseféctores,siendo,porotraparte,la responsabledelaumentode

estrógenos,que conducena la apariciónde lesionesen el aparatogenital femeninoy que

nosotrospudimosobservar,como hemosseñaladoanteriormente.

Porel contrario,Reet al. (1995)encuentranunadisminuciónde los nivelesplasmáticos

deestahormona,apesarde aumentarsignificativamenteel númerode receptoresestrogénicos

enútero,pero no así anivel hepáticoe hipofisario. Quizá seaéstalacausaqueimpide una

elevaciónde los nivelesde estradiol.En nuestraexperimentación,la dosisde clenbuterol

empleadafue considerablementesuperior(1mg/kg)y dadala bajacapacidadde unión a los

receptoresestrogénicosuterinosquepresentael clenbuterol,eslógico pensar,que,a las dosis

relativamentebajas empleadaspor estosautores(2,5 ng/kg, 25 ¡ig/kg y 50 hg/kg), la

reactividadde los centrosefectoresseamenory, portanto, lasconcentracionesde estradiol

disminuyanResultadosobtenidosporNebbiael al? (1991)indican,contrariamenteanosotros,

unadisminucióndelos nivelesplasmáticosde estradioly sólo cuandoaumentaladosisdel13-

agonista,lasditérenciasconrespectoa loscontroles,no sontanacentuadascomo las nuestras.

En trabajosmás recientes,Re el al? (1997)han observado,en ratasadultas,una

disminuciónen los nivelesplasmáticosde hormonassexualescirculantes,atribuyendoeste

hechoala estimulacióndelos receptoresadrenérgicosanivel del SNC, lo queproducecierto

gradode supresiónde la liberaciónde las gonadotropinas.Nuestrosresultadosreflejanel

fenómenocontrario,esdecirun aumentodelas concentracionesplasmáticasde 1 713-estradiol,

quizádebidoaqueladosisempleadaesdiferenteennuestrocasoy el periodode exposición

al tratamientoesconsiderablementemayoren el casodeestosautores(121 días),por lo que

la disminuciónobservada,podríadeberselógicamenteaun fenómenode retrofuncionalidad
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negativasobreel eje hipotálamo-hipofisario-gonadal.

Como conclusión,podríamosafirmar que las concentracionesplasmáticasde 1 713-

estradiolseelevantraslos tratamientoscon clenbuterol,posiblementedebidoa la activación

de los receptoresestrogénicos,tantoa nivel genitalcomo central,produciendoalteraciones

conrespectoa la ciclicidadovárica,detectablesmacroscópicamentemediantelaapariciónde

quistesfoliculares.

ANDROSTENODIONA

Decidimosdeterminarlasconcentracionesdeandrostenodiona(precursorhormonal

de latestosterona),yaque,debidoal carácteranabolizantequepresentanlos andrógenosper

sé, contribuyena aumentarla síntesisproteicay favorecenel desarrollode la masaóseay

muscular(Wiison, 1996),al mismo tiempoque podríamosestudiarla repercusiónque los

tratamientosconclenbuterolo la asociacióndelbeta-agonistaa ladexametasona,ejercerían

sobredichasacciones.

Nuestrosresultadosnosmuestranque es ésteel esteroidemenosafectadopor la

presenciadeclenhuterolo ésteasociadoala dexametasona.Podríamosatribuir estefenómeno

aqueal serlaprecursoradeotrashormonasesteroides,suconcentraciónno pareceríaverse

afectada,pero sí las de otrashormonasdebidoa los cambiosen sus respectivossistemas

enzimáticos.

Así, conrespectoa] grupo tratadoúnicamentecon clenbuterol(gráfica 16), no se

apreciandiferenciasestadísticamentesignificativascon respectoa los controles,exceptoal

finalizarel tratamiento,en queel grupotratado,sedistanciadel control(pC 0,05),aunque

luego,en la retiradavuelvenaproducirselasmismasoscilacionesen ambosgrupos.

En el grupotratadocon la asociaciónde clenbuteroly dexametasona(gráfica 16-a),

las concentracionesde androstenodionasesitúana unosnivelesligeramenteinferioresa los
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de los controles,descendiendodesdeel comienzodelperiodode retirada,pero sin llegar a

alcanzarunadiferenciasignificativa, hastadiezdíasdespuésde transcurridoel mismo (p<

0,01),paraelevarseposteriormentee igualarsetantoa los animalestratadoscon clenbuterol

sólo,como a los controles.

Los resultadosobtenidosennuestraexperimentacióncoincidenconla opinión de Le

Goascogneel al? (1995), ya que hemos de teneren cuentaque esteprecursorde la

testosteronase comportacomo andrógeno,cuando se transformaen testosteronao en

dehidroepiandrostenodiona(DREA); enla rataanivelde lasadrenales,seproducencantidades

íntimasde DHEA, por lo cualla exposicióncontinuadafrenteal clenbuterolno sensibilizaría

los receptoresde testosteronaa estenivel, pudiendoestaroriginadasusecreciónapartir del

SistemaNerviosoCentraly, porello, sí sedetectaun ligeroaumentode los nivelesplasmáticos

de estahormona,quecarecedesignificaciónestadística.

Por el contrario,el grupotratadocon la asociacióndeclenbuteroly dexametasona

experimentaunadisminución,estadísticamentesignificativa(p< 0,001),conrespectoal grupo

controly al tratadoexclusivamentecon clenbuterol.Podríamosatribuirlo a la estimulación

directade la glándulaadrenal,porpartede la dexametasona,dandolugaraun fenómenode

retroflincionalidadnegativasobreel eje hipotálamo-hipofisario-adrenal,que conducea una

mayordisminuciónde los nivelesde estahormona.Estehecho lo podemoscomprobara

medidaquetranscurreel periododeretiraday, por tanto,yasehaeliminadoporcompletola

estimulaciónpor partede los glucocorticoidesexógenos(dexametasona),aumentandolos

nivelesde androstenodiona,aunqueinsistimos,sin quetengansignificaciónestadísticaalguna.

Atendiendoal estímulo,porpartede los receptoresestrogénicoslocales,y de acuerdo

con Yuanel al? (1995),en laratahembra,los niveleselevadosde andrógenosvanasociados

aun incrementode la secreciónde otrashormonasováricas,comoporejemploel estradiol.

El clenhuterolaumentael númerode receptoresestrogénicosanivel ováricoy uterinoy, por

tanto, las concentracionesplasmáticasde estradiolse ventambiénincrementadas,comoya

vimos en los resultadoscorrespondientesaestahormona,por lo cualtambiénesde suponer
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que seproduceun mcrementode andrógenosquea nivel central,y graciasa la acciónde la

enzimaaromatasa,seconviertenen estrógenos.Segúnla fasedel ciclo enqueseencuentrela

hembra,la actividaddeestaenzimavaría,y esmenoren el proestro,aumentandolaactividad

de los receptoresestrogénicoscerebralesen un 50%. Éstapudieraser la razónde haber

obtenido unosvaloresplasmáticosde estradiolmucho máselevadosy con significación

estadística(p< 0,001)enlos animalestratados,endetrimentode unasubidamuy ligerade las

concentracionesplasmáticasde androstenodiona.

Por otraparte,y como ya señalaronTaylorel aL (1996), la androstenodionapuede

fomiarseapartir de la progesterona,perode unamaneratransitoria,debidoa la actividadde

la 1713-hidroxiesteroidereductasa(1 713-HOR),que esla enzimaresponsablede la verdadera

transformaciónde la androstenodionaentestosterona.Nuestrosresultadosmuestranuna clara

disminuciónde los nivelesde progesteronaen los animalestratadosconclenbuterol,por lo

cual,al descenderlos nivelesde progesteronaesaformacióntransitoriade androstenodiona

seríamenory, porello, no seobservangrandesdiferencias,entrelos animalestratadosfrente

a los controles.Comoyavimosen sumomento,los nivelesde progesteronacomenzabana

aumentarapartirde la finalizacióndeltratamientode losanimalesconclenbuterol.Esen este

puntodondenuestrosresultadosreflejan,al mismotiempo,un aumentosignificativo (p< 0,05)

de lasconcentracionesde androstenodiona,por lo que, de acuerdoconSillenceel al? (1995),

ello podríadeberseaque, al tenninarel periodode exposiciónal clenbuterol,el númerode

receptoresde progesteronaexperiementaríaunaclararecuperación,queconduciríaamayor

liberaciónde la hormonay, por tanto, la síntesisde androstenodionatambién se vería

incrementada.

Como resumenfinal, destacamosqueel clenbuterolno ejerceunainfluenciatandirecta

sobrelas concentracionesde androstenodionapor ser un precursorhormonal, pero si

indirectamenteatravésde otrashormonascomola progesteronao el 1 713-estradiol.
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Unavezanalizadoslos resultadosobtenidosennuestroestudiopodemosdeducirde

elloslas siguientesconclusiones:

P CONCLUSIÓN:

r CONCLUSION:

3t CONCLUSION:

4~ CONCLUSIÓN:

Los tratamientos con clenbuterol, a dosis superiores a las

anabolizantes,en ratas,producenincrementosespectacularesde peso,

directamenterelacionado con la edad de los animales, vía de

administración y duración del tratamiento. La asociación con

dexametasona,estimula también la ganancia de peso corporal

persistiendoaúnenelperiodode supresion.

Los tratamientoscon clenbuteroldanlugara unareduccióndel peso

delhígado,cuyamagnitudpuedeestarrelacionadacon laedadde los

animales. Asociado a la dexametasona,la disminución del peso

hepáticoduramenostiempo, lo queesindicativo de unarecuperación

mástempranade los animales.

Los tratamientoscon clenbuterolaislado o conjuntamentecon la

dexametasonano van acompañados de lesiones en hígado

macroscópicas,microscópicas ni ultraestructuralesen hígado,

independientementede laedadde los animales.

Laedadde los animalesjuegaunpapelimportanteenel metabolismo

delclenbuteroLUnido alhechode queal seradministradojunto aotras

sustancias,como glucocorticoidessintéticos,sepuedenenmascararlos

nivelesdeclenbuterolplasmáticosy hepáticosdetectables,dandolugar

a falsosnegativosen las distintastécnicasempleadas,queconduciría

a la creenciade queelanñnalno hayasido tratadocon clenbuterol.
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5 CONCLUSIÓN:

6 CONCLUSION:

7 CONCLUSION:

8 CONCLUSION:

9 CONCLUSIÓN:

Los tratamientosconclenbuterol,en animalesprepúberes,producenun

aumentode las concentracionesplasmáticasde insulina, debido al

aumentode la sensibilizaciónde los receptores,entejido adiposoy

muscular,aunquetambiénesvariablesegúnla víade administración.

El tratamientoconclenbuterol,o clenbuteroly dexametasona,da lugar

a un incrementode las concentracionesplasmáticasde cortisol y

corticosterona,al provocarun aumentodelnúmerode receptores~

tisulareso medianteel estímulodirecto delejehipotálamo-hipofisario-

adrenal.Esteincrementotambiéndependede laedadde los animales.

Los tratamientoscon clenbuterol,o asociadoa ladexametasona,dan

lugar a una caídade los niveles de progesteronaal disminuir los

receptoresde progesteronaa nivel genital, al actuara nivel central,

sobre el eje hipotálamo-hipofisario,así como por ser el agente

responsablede las lesionesmacroscópicasdetectadasen el aparato

genital.

Las concentracionesplasmáticasde 1713-estradiolse elevantras los

tratamientoscon clenbuterol, o con la asociaciónde éste a la

dexametasona,mediantela activaciónde los receptoresestrogénicos

tanto a nivel genital como central, y por la apariciónde quistes

foliculares,quedandolashembrassin cidicidad.

El clenhuterolno influye directamentesobrelas concentracionesde

androstenodionaporseréstaun precursorhormonal,pero sí a través

de la acciónde otrashormonasesteroides.
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CONCLUSIÓN FINAL: Comoconclusiónfinal destacaremosquelos tratamientoscon

clenbuterol,aisladao conjuntamentecon la dexametasona,

producensedasalteracionesen lo queal fisiologismo animalse

refiere, aunque posteriormente,durante los periodos de

retirada,los animalesse recuperanpaulatinamente,volviendo

arecobrarcasiporcompletosuflhncionalidadnormal.
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Resumen

El trabajo realizadoenestaTesis,haconsistidoen la observaciónde los efectosque

ejerceel clenbuterolen los animalesde laboratoriotanto sobresufisiologismo en general,

comolos efectosdirectosllevadosacabosobreel hígadode dichosanimales.

Parala elaboracióndeestossupuestos,utilizamosratashembrade la estirpeLong-

Evans. Distribuimos a los animalesen dos grupos, segúnla edad, de tal forma que

comprobamos,al mismotiempo, los efectossobrelos animalesprepúberesy los adultos.

Encuantoa la aplicacióndeltratamiento,tambiénseprocedióaadministrardostipos

del mismo. En uno de ellos, mediantevía oral un grupode animales,tanto adultoscomo

prepúberesingerían1 mg/kg de pesovivo de clenbuterol.El otro tratamiento,llevado acabo

únicamenteen animalesadultos,consistió,en la administraciónde clenbuterol(1 mg/kg)

asociadoadexametasona,éstaúltimainyectadaporvíasubcutánea(0,1 pg/kg),diezdíasantes

de la finalizacióndeltratamiento.La duraciónde los dostipos de tratamientofue la ntma (45

días),y enambossecontemplaronlos mismosperiodosde supresión,cuyaduraciónfue de 20

días,llevandoacabolos muestreosconunaalternanciadesdeelútlimo díade la administración

y posteriormentecadacincodías.

Los dostipos de tratamientoempleadosnospermitieroncontemplarsi seproducían

diferenciasentreellos,y los periodosde recuperaciónde los animalesunavezfinalizadoslos

mismos.

Paracomprobarlos efectosanabolizantesdel clenbuterol,se mididó la gananciade

pesoexperimentadapor los animales,y pudimosobservarque seproducíaun espectacular

incrementodel mismo,que posteriormentese estabilizaríae igualaríaa los de los animales

utilizadoscomocontroles,durantelos periodosde retiradadel medicamento.Al combinareste

13-agonistacon la dexametasona,la gananciade pesoera tambiénespectaculary persistía

inclusoduranteel periodode supresión.

En estermsmo sentido,determinamoslasconcentracioneshormonalesdeinsulina,pero
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Resumen

únicamenteenlos animalesprepúberes,puestoqueasípodríamoscompararentrelos controles

y los tratados,si el clenbuterol,afectabaal engordede los animalesen plena fase de

crecimiento.La técnicaempleadaparatal fin, fueunELISA sandwich,mediantela utilización

de un kit comercial.Los resultadosobtenidos,nospermitieronestablecerque los niveles

plasmáticos de insulina tambiénseelevannotoriamente,pero a partir de la entradaen la

pubertadde los animales.Unavezqueseinterrumpeel tratamiento,dichosnivelesdescienden

hastaigualarsea los de los controles.

Elestudiodelhígadoencuantoaalteracióndelpesoy morfologíaserefiere,también

fue contemplado,dadala importanciaque el consumode estavísceraha adquiridoen los

últimostiempos,en lo referentea las intoxicacionesdiagnosticadasenlapoblaciónhumana.

El pesodelhígadoenlos animalestratados,experimentadescensosestadísticamente

significativosen la tercerasemanade tratamiento,quecoincideconla máximaabsorcióndel

clenbuterol,y apartir de ahí,seproduceenlos animales,unafasede acostumbramiento,que

da lugar a una estabilizaciónde estospesos.La intensidadde este descensoestámuy

relacionadacon la edadde los animales,siendo mayor en los adultos.La asociacióna la

dexametasona,tambiénproduceundescensodelpesohepáticoqueduramenostiempo,lo que

indicaquela recuperaciónde los animalesseproduceantesenestecaso.

Paracomprobarsi seproducíanlesionesanivelhepático,y dadala dosisadministrada,

procedimosa realizar el estudio anatomopatológicodel hígadode los animales.Al no

detectarse lesiones macroscópicas,ni microscópicas, llevamos a cabo un estudio

ultraestrutural,medianteMicroscopia electrónica. Esta técnica, constituyó un método

realmenteconfirmatorio de la inexistenciade lesionesobservadamedianteen el estudio

macroscópicoe histológico.

Esteestudiosecompletómediantela determinaciónde las concentracioneshepáticas

y plasmáticasde clenbuterol,mediantela técnicaFIA de competición. Los resultados

obtenidos,nospermitieroncomprobarque la absorcióndel clenhuterolestádirectamente
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relacionadaconla edaddel animaLTambiénpudimoscomprobarel efecto“borrador” ejercido

porladexametasonaal seradministradaconjuntamentecon el beta-agonista,puestoquea los

cinco díasdelperiodode supresión,no se detectabannivelesde clenbuterolen sangreo en

hígado,lo quenosllevó aconcluir,queenestecaso,podríanproducirsefalsosnegativos,que

contribuyerana incrementarla prácticafraudulentade la utilizacióndel clenbuterolcomo

agentepromotordelcrecimiento.

El clenbuterol actúa directamentesobre el Sistema Adrenérgico, y por ello,

determinamoslas concentracionesplasmáticasde cortisol y corticosterona,de los animales

tratados,tanto en prepúberescomoenadultos,biencon clenbuterol,o con la asociaciónde

éstea la dexametasona.Dichas concentracionesse elevaronen todos los casos,parair

disminuyendoa partir del quinto díade la retiradadel medicamento.Cuandoseañadela

dexametasona,estedescensoesmuchomáspronunciado,llegandoincluso asituarsea unos

nivelesinferioresa los de los controles.

Por último, decidimos estudiar los efectosdel clenbuterolsobre las hormonas

esteroidesgonadales,determinandolasconcentracionesplasmáticasdeprogesterona,1713-

estradioly androstenodiona,en animalesadultosy sometidosa los dostipos de tratamiento,

mediantela técnicaELISA de competición.

Losnivelesde progesteronadescendieronconsiderablemente,dandolugara lesiones

macroscópicasenel tratcto genital. Al mismotiempo,las concentracionesde 1 713-estradiol,

experimentaronun bruscoaumento,quetambiéndabalugara la aparicióndelesionesanivel

ovárico,mientrasque las concentracionesde androstenodionano sufrierongrandescambios.

En definitiva, los parámetrosfisiológicos estudiados,tanto a nivel de pesoscomo

hormonales,se vieron afectadostras los tratamientoscon clenbuterol,o asociadoa la

dexametasona,pero unavez que seprodujo la interrupcióndel tratamiento,revertíana la

normalidad.El hígado,no presentóalteracionesmorfológicasduranteel tiempoquedurótanto

enla administraciónde los tratamientos,como enla retiradade los mismos.
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