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Justificacion

La produccion carnica representa uno de los mayores contingentes mundiales a nivel
industrial, ya que la musculatura esquelética de origen animal proporciona el principal recurso

energético para la obtencion de proteinas de alta calidad.

A nivel de produccion carnica, los ganaderos han ensayado distintas formulas cuya
finalidad ha consistido en lograr un mayor crecimiento del animal en un plazo de tiempo lo mas
breve posible, puesto que ello proporciona un considerable ahorro, cuya cuantia econémica
es al mismo tiempo bastante sustanciosa. La utilizacién de los agentes promotores del
crecimiento representa, dentro de este sector, una doble ventaja: economica y la obtencion de
canales de mayor calidad y mas atractivas para el consumidor. Pero al mismo tiempo, entrafia
un riesgo, dada la falta de control en cuanto a la aplicacion y dosificacion de dichas sustancias,

llegando en ocasiones a crear serios problemas en el entorno de los consumidores.

La utilizacion ilegal del clenbuterol en todos los paises de la Union Europea, como
agente promotor del crecimiento ha creado una profunda controversia dentro de los sectores
de la alimentacién y produccion animal, dado el caracter fraudulento que entrafia esta practica.
Por otra parte, las intoxicaciones diagnosticadas, sobre todo en Espatfia e Italia a principios de
los 90, en los consumidores de carnes y especialmente, del higado de los animales tratados con
este beta agonista, han supuesto un serio problema tanto desde el punto de vista econdmico,
por las restricciones en cuanto a exportacién de productos carnicos se refiere, como dentro
del entorno de la Salud Publica, atin a pesar de que la sintomatologia observada, remitiese en
un periodo relativamente corto de tiempo y que, por €l momento, no ha tenido consecuencias
tan graves para la poblacion humana, como el consumo de carne procedente de las tristemente

famosas "vacas locas".

Tampoco hemos de olvidar que las sustancias utilizadas, con fines fraudulentos, no
suelen ser administradas aisladamente, sino en combinacién con otro tipo de farmacos, que
bien potencian unas veces, y enmascaran, otras, los efectos producidos. Por ejemplo, la
utilizacién de antibidticos, que per se estimulan el engorde, permite utilizar animales cuyo

estado sanitario es ejemplar. Si a estos animales, se les administra cualquier anabolizante, el



Justificacion

etecto de engorde serda mayor.

Fl principal objetivo de nuestra experimentacion, ha sido el estudio de la administracion
de clenbuterol, o las asociaciones de éste a glucocorticoides de sintesis y su repercusion sobre
el fisiologismo animal a distintas edades, tanto a nivel hepatico como sobre los ejes

hipotalamo-hipofisario adrenal y gonadal.

En primer lugar, se ha escogido la rata por ser una especie de crecimiento rapido, y por
ello, los efectos seran més rapidamente observados, desde el punto de vista de la utilizacién
del clenbuterol como promotor del crecimiento. Ademads, se ha comprobado que los reodores
constituyen una de las especies idoneas para el estudio de los efectos del clenbuterol en virtud
de su caracter de agente de reparto. Por otra parte, tendremos una mayor disponibilidad de
animales, y ello nos permitira establecer conclusiones mds precisas y aproximadas a lo que

ocurre en la vida real.

Elegimos hembras puesto que los tratamientos con clenbuterol dentro del mundo
ganadero, han demostrado ser mas efectivos que en los machos, desde el punto de vista
anabolizante. Asimismo, trabajamos con animales de distintas edades, para ver cémo se

alteraban los distintos parametros analizados.

Los tratamientos a aplicar, han constituido un serio reto para nosotros, tanto en cuanto
al ajuste de la dosis, como la duracion y el tipo de tratamiento. Por ello, nuestro objetivo en
este sentido, ha sido la administracion de dos tipos de tratamiento: uno a base de clenbuterol
y otro con la asociacion de clenbuterol y dexametasona. De esta forma podremos comparar
las distintas repercusiones que tendrd cada uno de ellos, sobre los animales y ver cual

dispondra de mayor efectividad para la consecucion de nuestro fin.

En cuanto a la duracion del tratamiento, creimos oportuno que ésta fuera lo mas
parecida a la aplicada a los animales de abasto, con los periodos de supresion

correspondientes, aunque bien es cierto, que "tanteando”, puesto que al estar prohibida la
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utilizacion de cualquier sustancia como favorecedor del engorde, era dificil encontrar
informacion aclaratoria. Por ¢llo, aplicamos tratamientos de larga duracién, para poder, asi,

contemplar la evolucién en las distintas fases del mismo.

Dado que el consumo de higado, procedente de animales tratados con clenbuterol, ha
sido el "responsable” de la polémica suscitada en torno a este tema, uno de nuestros principales
objetivos consistié en llevar a cabo un profundo estudio de 1a estructura hepética y comprobar
si el clenbuterol, al quedar acumuiado en esta viscera, era capaz de alterar la misma, con lo
cual demostrariamos si ese posible efecto hepatotoxico se debe al clenbuterol o a otras
sustancias, pues no hemos de olvidar, que en las practicas frandulentas de engorde de los
animales de abasto se emplean auténticos "cocteles” a base de hormonas anabolizantes,

antibidticos, glucocorticoides, ete.

Basandonos en la bibliografia consultada vy dada la carencia de informacidn al respecto,
hemos utilizado dosis considerablemente superiores a las administradas al ganado vacuno y
otras especies, de tal manera que desedbamos producir lesiones en este drgano, llevando a
cabo, el estudio anatomopatologico (tanto estructural como ultraestructuralmente) del higado
de nuestros animales, en distintas fases del tratamiento. De este modo, en caso afirmativo,
podriamos comprobar exactamente en qué momento y medida el clenbuterol llega a ser

hepatotoxico, tanto durante la administracién como en la retirada del medicamento.

Para que este estudio fuera mas exahustivo, otro de nuestros objetivos consistio en
determinar las concentraciones, tanto plasmaticas como hepaticas, de clenbuterol. De este
modo, conociendo la cantidad del farmaco distribuido a nivel sistémico y la encontrada en
higado, el estudio histologico realizado, nos permitiria conocer con precision, la cantidad de

clenbuterol necesaria para producir una lesién en esa viscera.

Asimismo, y dada la importancia que representa la utilizacion del clenbuterol en lo que
a modificacion del metabolismo se refiere, estudiamos el cardcter anabolizante de este

compuesto, midiendo la ganancia de peso y los niveles de insulina alcanzados por los animales,
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tanto en adultos como en prepuberes, que terminaban la fase experimental siendo adultos. No
hemos de olvidar que ¢l crecimiento en los animales jovenes es superior al de los adultos, y de
este modo comprobariamos la eficacia que aporta el clenbuterol, lo cual también nos orientaria

hacia las consideraciones zootéenicas de su utilizacion.

Para finalizar, otro objetivo que nos propusimos desarrollar fue el de determinar las
alteraciones que el clenbuterol, un potente estimulaate del Sistema Adrenérgico, pueda llevar
a cabo sobre los ejes hipotalamo-hipofisario-adrenal e hipotalamo-hipofisario-gonadal,

mediante el estudio de las concentraciones hormonales.

A la vista de los resultados que encontrariamos, intentarfamos determinar si la rata
(estirpe Long Evans) puede considerarse como un biomodelo ideal para el estudio de los beta-

adrenérgicos y sus asociaciones a glucocorticoides de sintesis.
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Introduccién

En la produccion ganadera se utilizan ilegalmente diferentes compuestos con la
finalidad de lograr un mayor crecimiento del animal, en el menor tiempo posible, amén del
ahorro economico que ello representa. Sustancias como estréogenos, androgenos, beta
agonistas o glucocorticoides son utilizados con estos fines. Su administracién, da lugar a un
mayor aumento de peso, en periodos cortos de tiempo, tanto si son aplicados aisladamente o
en forma combinada, potenciando los efectos de unos y otros (Lommen et al., 1993). Todos

ellos y otras sustancias mas, se engloban dentro del grupo de los anabolizantes.

Podriamos definir a los anabolizantes, como sustancias capaces de producir un aumento
de peso, con la intencion de alcanzar mas rapidamente el peso deseado del animal con la misma
cantidad de pienso, estimulando su anabolismo proteico en detrimento de los anabolismos
lipidico y glucidico (Marcos et al., 1989). En un sentido amplio de la palabra, se definen,
como: "toda sustancia o compuesto capaz de favorecer los procesos de sintesis (anabolismo)
a expensas de disminuir los procesos de destruccion, de los diferentes componentes de los

organismos animales".

En 1978, Hoffman clasificé a los anabolizantes desde dos puntos de vista:

= Segun su actividad biologica:

£ Estrogenicos
# Androgénicos

® Progestagenos
L Segun su estructura:
® Esteroides naturales
* Esteroides sintéticos
& Compuestos no esteroideos



Introduccion

Para una mejor comprension de sus efectos, v una vez establecida su clasificacion,

pasaremos a resumir brevemente el mecanismo de accion de los unabolizantes.

MECANISMO DE ACCION DE LOS ANABOLIZANTES

El mecamismo de accion de estas sustancias es variable dependiendo de los distintos
tipos hormonales considerados. pero desde el punto de vista biogquimico, todas cllas coinciden
va que los anabolizantes se caracierizan por lijarse y penetrar en las células, donde actian
directa o indirectamente a través de distintas biolranslormaciones (Bauliew, 1992), [ resultado
linal consiste en la liberacion del ADN nuclear v su posterior transeripeion por la ARN
polimerasa, transtormandose en ARN mensajero, que va hacia el citoplasma, donde se fija a

los ribosomas e induce la sintesis de proteinas codificadas por la poreion de ADN liberada.

* Los androgenos son sintetizados bien mediante transformaciones metabdlicas

periléricas, o a nivel glandular en:

H testiculo (¢élulas de Levdip)

H$ ovario (estroma de las células intersticiales)
b glandula adrenal (corteza)

i placenta

Posteriormente, los andrdgenos son transportados por la sangre hasta las ec¢lulas

oH clectoras. libres o unidos a proteinas especificas que, a

su ver, facilitan v posibilitan |2 entrada de la hormona en
las mismas. Los androgenos actian directamente sobre
lag fibras musculares (Sanz Pérez, 1995}, uniéndose a
receplores especificos, que reconocen la molécula activa
v permmiten su penetracion, dando lugar a un incremento
en la sintesis proteica de la fibra muscular ( Woodman,

Figura 1 1997). [ntre los andrégenos anabolizantes mads
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utilizados hemos de destacar la testosterona (véase figura 1) ¥ sus ésteres, como esteroides
naturales, o el acetato de trenholona, melengestrol o zeranul como esteroides de sintesis

{(xenobioticos no estilbénicos),

* Los estrogenos actian directamente. sobre el higado, estimulando la biosintesis de
las proteinas plasmaticas sintetizadas por aquel v sobre las fibras musculares, al igual que los

androgenos, pero uniéndose mas déhilmente a los receptores.

Indirectamente, actian a distintos niveles glandulares:

ff Sobre el I6bulo anterior de la hipofisis aumentando fa secrecion de la

hormona del erecimiento,

#t En ¢l pancreas estimulando la secrecion de insulina, por parte de los

islotes de [Langerhans,

# En la glandula trodea disminuyvendo, momentaneamente los niveles de

tiroxina circulante.

Entre los estrogenos mas utilizados (Sanz Pérez. 1995}, cabe mencionar los de tipo
natural, como son ¢l 17 B-cstradiol v sus ésleres (véase
figura 2), y los de sintesis, derivados del estilbeno, como
son el dietil estilbestrol (DES), hexestrol o dinestrol. T.os
de origen natural son sintetizados primordialmente en
ovario. pero también s¢ pueden oblener a parlir de
testiculo. placenta v adrenales o del mismo modo que los

androgenos, a través de transformaciones metabdlicas

perilericas.
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[.0s progestagenos, cuvo principal representante es la progesterona (véase ligura 3),
sintetizada principalmente en ovario y placenta. pero obtemda secundariamente también a
partir del testiculo v adrenales, tienen un mecanismo de actuacion mas desconocido, aungue
on, S¢ LreE que se lijan directamente sobre los receplores
t[:- o celulares de los androgenos, potenciando la accion de
aquellos. Fstimulan fa actividad de la lipoproteinalipasa
v parccen aumentar ¢l deposito de lipidos. Reducen las
acciones de la aldosterona cn los tubulos renales ¥

originan un descenso en la retencion de sodio, que puede

aumentar L secrecion de mineralocorticoides a partir de

Figura 3 la corteza adrenal { Williams v Stancel, 1996).

Otras sustancias, atilizadas con fines anabolizantes, son los antitiroideos o
finalizadores carnicos (Sanz Pérez, 1995). cuvo mecanismo de accion se basa en inhibir la
sintesis de tiroxing mediante ¢l blogueo de I luncion tiroides, por lo que se produce
hiperplasia de la tiroides, edemas subcutincos, mixedema, aumento de peso y debilidad
cardiaca en los animales tratados con estas sustancias. Los derivados mas utilizados, vy cuyo

uso en [ispafia estd prohibido. son:

£ tiocianatos o sulfocianuros,
B tionamidas o tioureas.
! * Por ultimo. conviene resaltar el empleo de antibidticos y eoceidiostaticos como

promotores del crecimiento (Edwards. 1986). ejerciendo su actividad fundamentalmente a

nivel gastrointestinal bajo tres puntos de vista:

iy Modificando el desarrollo o el metabolismo de la lora intestinal

bacteriana,

u Reduciendo la produccion de toxinas microbianas o metabolitos

10
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toxicos que pueden causar efectos adversos en el intestino.

= Suprimiendo enfermedades subclinicas.

Si bien todas estas sustancias anabolizantes producen una notable mejoria sobre el
crecimiento del animal, son potencialemente peligrosas para la salud de los consumidores
(Thein ef al.,, 1995; Maghuin-Rogister, 1995), fundamentalmente, por los residuos de las
mismas procedentes de su metabolizacion, pudiendo quedar acantonadas en distintos 6rganos

de los antmales, que posteriormente seran consumidos por el hombre.

Experimentalmente, se ha comprobado que su implantacion, en animales de laboratorio,
también ha producido lesiones de distinta importancia, tales como tumores uterinos,
adenoarcinoma de préstata, cancer de vejiga, exacerbacion de cancer de mama y prostata y
virilizacion de las hembras, en el periodo fetal y lactante. En el caso de los progestagenos, se

han observado tumores ovaricos.

Por este motivo y a raiz de la prohibicion de los anteriores, una de las pautas que se
ha seguido con mayor frecuencia en los ultimos afios, sobre todo hacia finales de los 80, en la
linea de aumentar el crecimiento y produccién animal ha sido el empleo de los agonistas beta

adrenérgicos, como agentes promotores del crecimiento (Fiems et al., 1995).
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AGONISTAS BETA-ADRENERGICOS

Un agonista, ¢s un compuesto que ocupa un receptor e imita la actividad de un
micdiador biokopico natural, peneralmente de una forma mucho mas potente que el mediador
enddgeno (Stiles e al.. 1984). In el caso de los receptores adrenérgicos, la accion de los
agonistas se encuentra relacionada con la epinelrina v norepinefring, presentando ademas una

formula quimica muy similar a la epinefrina (Fiems, 1987) (véase figura 4).

Newraing sdvenbiaicd
—t 28 .\--h\'
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wluapiica e wewhim bailinecta
\,.__\ {._ .il"

Farmscos sdreoérgios I Farmeces adrendr gion
de sociin directa =, e aceliny mixia
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Figura 4

Los receplores adrenérgicos son estructuras macromoleculares localizadas en el interior
0 sobre la membrana superficial de las células inervadas por neuronas adrenérgicas y clertas
células no inervadas, cuya funcion fisiolégica consiste en reconoeer ¢ interactuar con los
mediadores adrenérgicos enddgenos. epinefrina v norepinefrina v que. mediante una compleja
serie de reacciones imtracelulares. alteran la actividad de la ¢élula efectora. provocando

respuestas excitalorias. en algunos casos. o inhibitorias en otros,
Fn 1948, Ahlquist distinguio dos tipos de receptores: e y 3. que a su vez se clasifican
en varios sublipos (e, e, B, B v ). (Lands ef af . 1967: Fain y Gracia Sdinz. 1983: McNecl

v Mersmann, 1995) cuya distribucion ¥ proporeion son variables segin el lejido y especic
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considerados (Mersmann, 1998).

La clasificacion propuesta por [ands er al (1967), se baso en la actividad de las aminas
simpaticomiméticas frente a la movilizacion de los dcidos grasos en el tejido adiposo de la rata,

estimulacion cardiaca cn congjos, broncodilalacion en cobaya v vasodilatacién en perro (véase

---_-o-

(CUVHLALOR Y TR ATHPOS)

PR s

USOULOD LISD BHUEEUIAL Y VASULULAM)

ligura 5).

Figura 5

[.os receptores B3 se localizan ¢n corazon ¢ inlestine v con respecto al metabolismo,
tanto su estimulacién como inhibicion estan relacionadas con la lipolisis, mientras que la de los
B3, ejercen sus efectos sobre la musculatura lisa. glucogenolisis v glicolisis (Ahren y Lundquist,

1981) (véase ligura 6),

R - - [T - [

- == - N -~

Figura 6

Por lo que se refiere al papel anabolizante de los agonistas. nos interesan los agonistas

B.-adrencrgicos, ya que los electos BB estan asociados @ un incremento del AMP ciclico v ala
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activaciéon de la glucogénesis hepatica. Son los responsables del incremento proteico a
expensas del contenido de grasa (Del Barrio ef al, 1995). Entre los mas utilizados, como
promotores del crecimiento, se encuentran el clenbuterol y el cimaterol, menos el salbutamol

y dltimamente ha empezado a utilizarse la ractopamina (véase figura 7).

CH,
H (I;H-cuz—»NH—- C—CH,
O-C-HN
v, [Cimsterol {}mwen-cm
Ractopam ina
i
H ?w—-cm— Nl-r”“"-'&“" ]
OH CHy
HOH2 €
Salbutamol
Figura 7

El clenbuterol, junto con otros B,-agonistas (Lommen y Groot, 1993), se ha venido
utilizando como agente de reparto para mejorar el rendimiento de los animales destinados a
la produccion carnica. Administrado a dosis elevadas produce un incremento en la sintesis
proteica y una reduccion en la deposicion de grasa estimulando, de este modo, el crecimiento
de la masa muscular. Sin embargo, la falta de informacion acerca del metabolismo y
distribucion de esta sustancia en los animales destinados a la produccion de alimentos, asi
como el posible peligro potencial que el deposito de sus residuos en los tejidos comestibles
pueda representar para los consumidores, ha llevado a las autoridades sanitarias de numerosos
paises a considerar el uso de este farmaco, ilegal, en tanto en cuanto no estén suficientemente
aclaradas las dudas al respecto (Reeds et al., 1988; Re et al., 1993; Directiva 96/22/CE del
Consejo de la Uniéon Europea; Kuiper et al., 1998; Mitchell y Dunnavan, 1998).

El clenbuterol s un agonista B, especifico que posee acciones anabolizantes en un gran

numero de especies, incluida la humana.
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El incremento producido sobre el crecimiento muscular, visto en numerosas especies
tratadas con este compuesto, sugiere que las nuevas tecnologias basadas en la manipulacion
del sistema adrenérgico, pueden resultar de gran utilidad en relacion al objetivo de incrementar

la eficacia de los niveles de produccion del ganado estabulado (Belhansen y Deshaies, 1992).
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CLENBUTEROL: CARACTERISTICAS GENERALES

= Estructura

Quimicamente, el clenbuterol es una feniletanolamina sustituida, cuya formula es 4-

amino-3,5-dicloro-e{(1,1-dimetil) metii))-3,5-diclorobenzil alcohol) (véase figura 8).

/ B-feniletilamina \

CATECOL
34 dihidroxibenceno

a

Como todo B-agonista, su estructura es similar a la de las aminas simpaticomiméticas.
Pertenece al grupo de las ariletanolaminas, con una gran semejanza a la epinefrina, ya que
posee una estructura beta-fenil-etanol-amina (Sanz Pérez, 1995), y dependiendo de los
radicales que ocupen las posiciones 3, 4 y 5 del anillo aromatico y de los radicales de la cadena
lateral, se originan nuevos compuestos como carbuterol, salmeterol, cimaterol

mabuterol,clenbuterol etc... (Illera, 1993).
© Via de administracion:

En la practica clinica, el clenbuterol, al igual que otros B-, agonistas, puede ser
administrado mediante inhalacién directa al pulmén (a través de aerosoles o nebulizadores),

inyectado (subcutanea, intramuscular o endovenosamente) o por via oral, dependiendo, su

biodisponibilidad de la via empleada (Morgan, 1990) (véase figura 9).
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Figura 9
[n contraste con otros [i-agonistas, el clenbuterol es electivo al ser administrado por
via oral, puesto que su estructura clorada (Moore ef af., 1994) le confiere una mayor
resistencia al metabolismo de la catecol-oxi-metil-transferasa (COMT) v por tanto la duracién

de su efecto es mayor, aproximadamente de 34-35 horas (Carter y Lynch, 1994).

Los catecoles rapidamente, suffen una oxi-metilacion, ya que constituyen bucnos
sustratos de la enzima COMT. Estos agentes con un grupa hidroxilo-fendlico son
metabolizados répidamente a un conjugado esterificado oxi-sulfatado. De esta manera, al

sustituir los grupos hidroxilo-fenolicos por 3.5-dicloro-amino se obtiene el elenbuteral, que
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presenta gran resistencia a la sulfatacion. Debido a estas modificaciones posee una mayor
biodisponibilidad sistémica, un aclaramiento metabolico mas bajo y una vida media mas larga,
por lo que es mas recomendable, que en el caso de otros compuestos, la via oral para su

utilizacion (Morgan, 1990).

Al ser administrado por via oral, produce un incremento de:

'y la ganancia de peso corporal
3 sintesis proteica

oo masa muscular

= Biodisponibilidad:

La absorcién depende de la via de administracion. Por via oral, la absorcion es rapida,
alcanzindose los mayores niveles plasmaticos entre la 1* y 3* hora, debido a la gran sulfatacion
que experimenta en higado e intestino delgado. Por via subcutanea o intramuscular, es mucho
mas rapida, alcanzindose las maximas concentraciones dentro de los 15-30 primeros minutos,

pero como contrapartida, la duracion de su efecto es menor (Morgan, 1990; Moore et al.,

1994).

El metabolito del clenbuterol que se encuentra en mayor proporcion y obtenido a partir
de la fraccion microsomal hepatica, es la hidroxilamina del clenbuterol. Estudios recientes
(Zalco et al., 1998), han demostrado que en ganado bovino se ha detectado ademas, otro
metabolito, el 4&cido 4 amino- 3,5 dicloro benzoico, cuyo conjugado glicinico, el 4cido 4 amino

3,5 diclorohipurico ha aparecido también en hepatocitos de rata.

Posteriormente, se elimina en forma de metabolitos conjugados sulfatados (Taburet y
Schmit, 1994), a través de la orina.
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© Caracter f)-agonista

El clenbuterol, es un agonista parcial, que posee una alta afinidad por los receptores
B, y mas moderada por los B, (Waldeck y Widmark, 1985). Posee efectos broncodilatadores
y, curiosamente una relativa eficacia en la activacion de los receptores B; y B, venosos o
cardiacos. Esto se demuestra porque con respecto al aumento de la frecuencia cardiaca, es
menos potente que el isoproterenol alcanzando tan sélo un 45% del maximo incremento

producido por éste (Hoey ef al., 1995).

Parece ejercer efectos B, y B, agonistas, cuyo resultado es la estimulacién cardiaca al
actuar como agonista 3, y vasodilatacion si lo hace como B, (Brockway ef al., 1987). La alta
potencialidad agonista es el resultado de la elevada afinidad por los beta-receptores debido a

su eficacia para estimular los mismos (Lafontan ef af., 1988).

Distintos estudios han demostrado que el clenbuterol, tras su administracion sistémica,
atraviesa la barrera hematoencefilica (Dooley y ODonnell, 1985), ejerciendo sus efectos,
directamente, sobre el sistema nervioso central, actuando sobre el comportamiento al estar
mediados ciertos efectos por los receptores -adrenérgicos. Asi, por ejemplo, el clenbuterol,
reduce la actividad locomotora, suprime la ingesta de comida y disminuye la capacidad de

respuesta refleja en las ratas (McElroy y O'Donnell, 1988).

Los efectos promotores del crecimiento ejercidos por el clenbuterol, estdn fuertemente
mediatizados por la estimulacion directa de los receptores f,, localizados en el tejido muscular
y, también, indirectamente por las variaciones de las concentraciones plasmaticas de hormonas
catabolicas o anabolicas como puede ser el caso de los glucocorticoides, hormona del
crecimiento o insulina. Si las hormonas pueden alterar la respuesta del tejido adiposo frente
a las catecolaminas enddgenas, también pueden afectar a la respuesta de la musculatura

esquelética frente a los agonistas beta 2 exdgenos (Sillence ef al., 1995).

19



Clenbuterol. caracteristicas generales Introduccion

e Efectos

Los efectos producidos tras la administracion de clenbuterol, orientan su aplicacion en

torno a dos vertientes concretas y determinadas:

> Terapéuticas

» Metabdlicas

a.- Efectos terapeiiticos

* Su aplicacion mas frecuente en este ambito, le ha situado como agente broncodilata-
dor tanto en Medicina Humana como Veterinaria (Martinez Navarro, 1990), lo que ha sido
aprovechado para el tratamiento del asma (Masnatta y Rubio, 1992; Drennan y Yong, 1994}
y otras enfermedades respiratorias de tipo obstructivo, ya que relaja la musculatura lisa

bronquial y disminuye la resistencia de la via aérea (Pascual ef al., 1994).

* Otra de las aplicaciones para las que, tradicionalmente, se ha venido empleando es
como agente tocolitico, en virtud de su capacidad para relajar la musculatura lisa. Ello se
aprovecha, fundamentalmente en ganado vacuno, ya que al actuar como miorrelajante uterino,

se logran evitar partos prematuros (Brocway ef al., 1987; Re et al., 1993).

* Estimulante cardiaco, por sus efectos cronotrépico e inotrdpico positivos, lo que
resulta de gran utilidad en tratamientos de urgencia de bradicardias producidas por bloqueo

cardiaco o cuando es necesario aumentar la contractilidad miocardica (Hughes et al., 1983).

* Tratamiento de varios procesos degenerativos, como s¢ ha demostrado en modelos
animales de desnutricion o caquexia, que inevitablemente lleva aparejado todo proceso tumoral
(Bates y Pell, 1991). Estudios practicados sobre ratas a las que se les induce cierto tipo de
tumores y se administra clenbuterol, asociado a agentes que actiian sobre el proceso de

replicacion canceroso, demuestran que los efectos anabélicos del clenbuterol preservan la masa
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muscular y el contenido proteico, traduciéndose en una reduccidn del crecimiento del tumor

(Hollenga et al., 1990).

* Tratamiento de enfermedades que van asociadas a un catabolismo muy elevado, como

es el caso de grandes quemaduras, diabetes o denervacion muscular (Chance ef al., 1991).

* Retrasa la atrofia producida en ciertas lesiones musculares, como distrofias o atrofias
debidas a la no movilizacion de los miembros. Asi, en ratas, cuya musculatura esquelética ha
sido sometida a distintos procesos de denervacion, se puede poner de manifiesto este hecho,
lo que puede ser ficilmente demostrable mediante las medidas del peso hiimedo y contenido
proteico muscular (Pullar y Webster, 1977). El efecto ejercido por €l clenbuterol sobre la
sintesis proteica, en los casos de atrofia muscular, puede ser debido, bien a posibles cambios
en la capacidad del ARN en todo el musculo o sobre un nivel especifico del m-ARN, (Babij y
Booth, 1988), o al fenémeno combinado de la reduccion de la constante de degradacion
proteica (K ) e incremento de la constante de sintesis proteica (K,), debido a la accién
anabolizante que ejerce el clenbuterol en el miisculo inervado, lo que conduce a la hipertrofia
de las fibras (Choo et al., 1990; Mantle et al., 1992).

* Como coadyuvante en el empleo de los agentes antiobesidad, ya que ademas de
incrementar el indice metabolico, también estimula la sintesis proteica, lo que puede ayudar a
prevenir la pérdida de masa magra corporal, asociada a la reduccién de peso (Emery et al.,
1984). Los compuestos que tienen propiedades de lipomovilizacién, poseen un efecto
"antiobesidad" en roedores genéticamente obesos (rat fa/fa, souris ob/ob). El clenbuterol actua
sobre las reservas lipidicas de los animales, al asociar sus efectos lipoliticos y antilipogénicos,
lo que conduce a un desequilibrio, responsable de la creacion de un determinado nivel de tejido
adiposo y la reduccion de la sintesis de acidos grasos, permitiendo una reorientacién de los

glicidos hacia el musculo (Lafontan et ai., 1988).
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b.- Efectos metabolicos

Los efectos metabolicos estan relacionados con la concentracion tisular de Adenosin
monofosfato ciclico (AMPc). A nivel muscular y hepatico, la conversién de Adenosin tri-
fosfato (ATP) en AMPc se produce de manera acelerada al igual que la activacion de distintas
enzimas, fundamentaimente de tipo fosforilasa, que catalizan la transformacion de glucégeno
en glucosa, aunque también estan implicadas otras, como proteinquinasas, lipasas y
fosfofructoquinasas. De esta manera, se produce una aceleracion de la movilizacién de los
acidos grasos, formandose 4cido lactico en sangre, higado y musculatura esquelética (Both,
1988).

También muestra una tendencia especial hacia el incremento de la lipolisis y/o descenso
de la lipogénesis (Del Barrio et al., 1991). En los tejidos adiposo y muscular, es el responsable
de que los nutrientes sean dirigidos fuera de los depositos grasos hacia la formacion de
proteinas (Martinez et al., 1991), que contribuyen a la formacion de musculatura al utilizarse
las cadenas carbonatadas de los 4cidos grasos libres, en la formacion de aminoécidos (Sanz

Pérez, 1995).

El coste energético de los depositos grasos y proteicos es el resultado del incremento
producido por la energia proporcionada por el alimento, que se conoce comunmente como la
energia metabolizable que se requiere para producir un incremento determinado en la grasa o
proteinas corporales. El de los depodsitos de grasa se puede medir facilmente en animales
adultos ya que, en estos casos, la retencion de energia en forma de proteinas es menor y el
porcentaje de la energia metabolizable requerida para mantener el balance energético
("requerimiento de mantenimiento") no difiere mucho de las medidas sucesivas realizadas sobre
la produccion de calor metabdlico, a los distintos niveles de la energia metabolizable ingerida
(Pullar y Webster, 1977). Sin embargo, el de los depdsitos proteicos no resulta tan sencillo de

valorar, ya que en comparacion con las grasas, éste se produce en menor cuantia.
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MECANISMO DE ACCION DEL CLENBUTEROL

Los pequefios roedores de laboratorio (rata y ratén) constituyen los mejores modelos
experimentales para el estudio de los mecanismos de accion de los B,-agonistas, como agentes
de reparto, debido a la existencia del tejido adiposo pardo (BAT) o grasa parda, en una mayor
proporcion que en el resto de las especies. Este tejido es morfologica y funcionalmente distinto
al tejido adiposo blanco, ya que estd mas vascularizado e inervado (Yang y McElligot, 1989).
Posee receptores B, y B,, éstos dltimos en mayor proporcion y, en roedores, juega un papel
fundamental en la termogénesis, fenémeno, que como veremos posteriormente, estd
intimamente ligado al consumo o ahorro de energia, segin sea o no estimulada
adrenérgicamente. En las especies que posecan poco o nada de grasa parda, los factores de
reparto permiten, probablemente, una mayor utilizacion de la energia disponible para aumentar

el incremento de las proteinas a nivel muscular (Lafontan ef al., 1988).

Aunque basicamente, todas las teorias propuestas por los distintos autores coinciden
en lo referente a los efectos producidos por el clenbuterol, no ocurre lo mismo con respecto
a los diferentes mecanismos por los que son llevadas a cabo dichas acciones, pudiendo afirmar
que todavia no son bien conocidos. Mientras que sus propiedades farmacologicas justifican de
una manera clara y evidente su aplicacion en Terapéutica, tanto Humana como Veterinaria, no
sucede igual con respecto al papel que desempefian en el conjunto de procesos implicados en

las distintas fases del metabolismo.

Podriamos comprender mejor el mecanismo de accion del clenbuterol, si estudiamos,
por separado, los complejos fendmenos que se desarrollan para llevar a cabo su actividad. Asi
estructurariamos la funcionalidad de este B-agonista en dos vertientes claramente definidas:

a.- Activacion de los receptores adrenérgicos

b.- Activacion del metabolismo:
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- Lipidos
- Prétidos

- Glicidos

Por ultimo, nos centraremos, en las repercusiones que todos estos fendmenos tienen
lugar a nivel de dos tejidos, cuya consideracion es imprescindible, a 1a hora de evaluar su

efectividad:

C.- Tejido muscular

d.- Tejido adiposo

a.- Activacion de los receptores adrenérgicos

Los B-agonistas son los responsables de los efectos lipolitico e inotrépico positivos, al
actuar sobre los receptores B, y de la estimulacion de la glucogenolisis y de la relajacion de los
musculos lisos, bronquios, vasos sanguineos, vias génitourinarias y gastrointestinales cuando

lo hacen sobre los receptores B,.

La selectividad tisular por el incremento de potasio, como respuesta a los agonistas
adrenérgicos, es de especial interés ya que los tratamientos prolongados con agonistas del tipo
B3,, como es el caso del clenbuterol, producen un incremento de los depésitos proteicos en la
musculatura esquelética, pero no en otros drganos o en otros tejidos. Es evidente que el
tratamiento con clenbuterol incrementa la sintesis proteica muscular y disminuye la degradacion
proteica también a nivel muscular (Cardoso y Stock, 1998), pero los mecanismos de union que
estimulan los receptores B-adrenérgicos para cualquiera de estos procesos son por el momento,
desconocidos (Mersmann, 1998). Se ha sugerido la existencia de una via humoral
intermediaria, pero también ha sido completamente descartada, aceptandose como la mas
probable, la estimulacion directa sobre el musculo esquelético, que es el tejido efector. Esto

sugiere que los post-receptores de la musculatura esquelética, difieren de los receptores B en
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otros tejidos o que el clenbuterol activa un receptor atipico ligado al recambio proteico que
solo aparece en musculatura esquelética. Sin embargo, ya que el misculo esquelético juega un
papel dominante en la respuesta de hipokalemia a los agonistas B, selectivos, es posible que los
efectos selectivos del clenbuterol y de otros agentes similares en el incremento proteico de la
musculatura esquelética, tengan algo que ver con la activacién de la Na-K-ATPasa y los

posteriores cambios del sodio y potasio intracelulares (Cartafia y Stock, 1995).

La autorregulacion de los receptores 3, adrenérgicos, durante el tratamiento
prolongado con clenbuterol, es la responsable de atenuar y limitar la respuesta tréfica del
musculo esquelético. Ciertos autores (Cartafia et al., 1994) afirman que este proceso tiene
lugar entre los dias 10 y 15 de su administracion aunque el contenido de glucogeno del
musculo, que es indicativo de una glucogenolisis B, mediada, se reduce significativamente
después de 10 dias de alimentacion con clenbuterol, sin que ello suponga la existencia de

alteraciones funcionales por parte de los receptores responsabiles.

Es probable que el clenbuterol, al igual que isoprenalina y epinefrina, estimulen los
receptores beta musculares, incrementandose por ello la actividad de la adenilato-ciclasa con
la consiguiente elevacion de la concentracion de AMPc. El incremento del AMPc podria
activar la proteina-quinasa, AMPc-dependiente, produciéndose alteraciones en la fosforilacién
realizada por la glucogeno sintetasa y fosforilasa, de tal manera que se ve acelerada la

glucogenolisis y desciende la sintesis de glucdgeno resultante (MacLennan y Edwards, 1989).

b.- Activacion del metabolismo

Sobre el metabolismo, como mencionabamos anteriormente, podriamos establecer

distintos apartados:

1.~ Glucidos

Mediante la desintegracion a nivel hepatico de los depdsitos de glucdgeno por
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activacion de la fosfatasa, dando lugar a una glucogenolisis rapida en el tejido muscular, a

través de la degradacién del glucogeno a glucosa y de ésta a 4cido lactico.
El tratamiento con clenbuterol, aparentemente, fuerza al organismo, para seleccionar
los precursores gluconeogénicos a partir de otros recursos, que no sea el propio musculo,

obteniéndolos, posiblemente a partir de los depositos grasos (Chance et al., 1991).

2.- Grasas

He aqui la mayor dificultad a la hora de establecer criterios comunes, ya que sus efectos

son dificiles de definir, puesto que:

= Por una parte actda indirectamente en la deposicion de la grasa al

aumentar el indice metabdlico y el gasto energético.

> Parte de la energia ingerida se disipa con la termogénesis con lo que se

evita la formacidn de grasas (Pessin et al., 1983).
= Se produce un aumento de la lipolisis, que se puede medir por la
liberacién de glicerol (se elevan los lipidos totales y triglicéridos en
sangre) y una disminucion de la lipogénesis.
La importancia relativa de estos efectos es dificil de cuantificar ya que se producen
variaciones notables segin se trate de pruebas in vivo o in vitro, dosis, especie animal y via de

administracion de dicho agonista (Peterla y Scanes, 1990).

3.- Proteinas

Aunque el clenbuterol produce un aumente de la masa muscular y el contenido

proteico, no esta lo suficientemente demostrado si ello es debido a un incremento de la sintesis
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proteica o a una disminucion en su degradacion. Ciertos autores (Emery ef al., 1984; Quirke
et al., 1986; Williams, 1987) han observado que el incremento de la masa muscular se produce
por incrementar la sintesis proteica. En otros casos, no se ha hallado este efecto en musculos
como, gastronemios, sdleos, plantares y extensor largo del pie (EDL). De aqui dedujeron que
la respuesta anabolica se debia al descenso de la degradacion proteica y no al incremento de

su sintesis,

Estudios realizados in vitro (Chance et al., 1991) demuestran que se produce un
descenso de la concentracion muscular y de la liberacion de 3-metilhistidina de los musculos
de rata tratadas con clenbuterol y privadas de comida. Estos resultados sugieren que la
degradacion proteica de las miofibrillas se reduce especificamente, después del tratamiento de
ratas sometidas a situaciones donde se produce un elevado catabolismo. Esta reduccion en la
degradacion de actina y miosina puede ser la causa principal del ahorro muscular observado.
Otros autores (Stanton e al., 1969; Deshaies et al., 1981; Rothwell et al., 1987) han
informado acerca de una inhibicion (mediada por los receptores B3) de los aminoacidos (alanina
y glutamina) liberados del muisculo esquelético, incubado in vitro, y puede que ésto sea debido
al incremento de la sintesis proteica o a la disminucion de la proteolisis, o quiza a la accién

conjunta de ambos procesos.

In vivo, el efecto mas espectacular y persistente que se ha observado es un considerable
aumento en la retencion de nitrégeno, que se detecta cuantificando la excrecion de creatinina.
Esto se observa en las fibras con menor metabolismo oxidativo, mientras que en piel, intestino
y otros drganos internos se produce el fendémeno contrario. Estos hechos han sido confirmados
en rata, donde se ha visto que se produce un estimulo de la sintesis proteica (Emery et al.,
1984). Algunos autores atribuyen el crecimiento muscular a la disminucion de la tasa de
nitrégeno ureico en sangre (BUN), lo que es sugestivo de una reduccion del catabolismo

proteico (Martineau ef al., 1993).

Los incrementos metabolicos, originados como consecuencia de la degradacion

proteica, han sido observados cuando se alcanza el crecimiento después de estados de
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malnutricién y durante la hipertrofia muscular inducida por el estiramiento (Emery ef al.,

1984).

El clenbuterol no es una sustancia que lleve emparejada la retencién de liquidos, al
menos en la musculatura de rata y por ello no es probable que ejerza un efecto de
mineralocorticoide a ese nivel. El clenbuterol, aparentemente, fracasa, a Ia hora de incrementar
el metabolismo oxidativo sobre ciertos sustratos in vifro, lo cual, puede ser atribuido a varios
factores que incluyen no s6lo pequefias diferencias en la estructura molecular, sino también,
Ia especie, via de administracion y, posiblemente, el que existan vias metabdficas distintas

comparadas con las de los humanos (Re et al., 1993).

¢.- Mecanismo de accion a nivel muscular

Tras la administracion de agonistas B-adrenérgicos se produce una intensa hipertrofia
muscular, sobre todo a nivel de los cuartos traseros, mas por hipertrofia que por hiperplasia
de las fibras (Sanz Pérez, 1995). Se ha comprobado que el clenbuterol estimula la hipertrofia
de las fibras en los musculos séleos de rata neurectomizada. La respuesta del crecimiento
muscular, producida por el clenbuterol, no muestra especificidad por el tipo de fibra muscular

{contraccion lenta, rapida o mixta} sobre la que ejerza su accion (McElligott et al., 1987).

Del mismo modo, no todos los musculos se ven igualmente afectados, correspondiendo
el efecto mas notorio a los gastronemios, cuyo incremento va asociado a un incremento de la
sintesis proteica {Choo ef al., 1992) mediante un marcado aumento de la concentracion de

AMP ciclico a este nivel (Moore et al., 1994).

En general, podemos decir que este fendmeno se produce por la alteracion de varios
procesos implicados en el control del metabolismo proteico en el miisculo. Aqui juega un papel
importantisimo el transporte de calcio, a través de la membrana plasmatica, mediante Jos
canales de calcio. La concentracion de éste estd estrechamente ligada, tanto a 1a degradacion

muscular proteica como al propio papel que juega en la sintesis proteica (Reeds et al., 1993).
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Por otra parte, el calcio esta intimamente relacionado con la regulaciéon de los elementos

contractiles de la musculatura esquelética, estimulando l1a actividad de la bomba sodio-potasio.

El efecto del recambio proteico, puede ser directo, cuando los B-agonistas se ligan
directamente a los receptores de membrana musculares y activan una serie de procesos que
conducen al incremento de proteinas o indirecto, cuando éstos no activan los receptores, sino
que dirigen la produccion de hormonas ¢ de otros factores que entonces actuarian sobre el

musculo o propiciando la estimulacion del incremento de proteinas.

* Mecanismos directos:

Se refieren al recambio proteico, en funcion del aumento de la sintesis proteica y
disminucion de la degradacion, y a la contractilidad muscular que, representa uno de los
factores fisiologicos que mdas potentemente influyen sobre el desarrollo de la masa muscular.
Esta bien documentado el hecho de que los B agonistas alteran las propiedades contractiles del
miusculo (Mantle et al., 1992). La reduccion de la contraccidn muscular, independientemente

de la causa, provoca un rapido desgaste muscular (Mac Lennan y Edwards, 1989).

* Mecanismos indirectos:

Son los que afectan al recambio proteico mediante la actuacion de ciertas hormonas
(insulina, hormona del crecimiento, tiroxina, esteroides gonadales o glucocorticoides), enzimas
¢ incluso variaciones del fluido vascular y las alteraciones a las que pueden verse sometidas tras

los tratamientos con clenbuterol.
* Insnlina:
Es de sobra conocido (Jefferson et al., 1974) el papel determinante que desempefia esta
hormona sobre el recambio proteico, debido al efecto directo que ejerce sobre la regulacion

de los niveles de aminodcidos circulantes.
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Las acciones de la insulina se pueden resumir de la siguiente forma:

# Incrementa el transporte de glucosa en musculos y adipocitos.

# Provoca la lipogénesis y almacenamiento en el adipocito, de 4cidos
grasos procedentes de los quilomicrones y lipoproteinas, por accién de

la lipoproteina-lipasa.

# Favorece la sintesis de glucégeno, por activacion de la glucogeno-
sintetasa e inactivacion simultanea de la fosforilasa (Goberna, 1992).
Sobre la via glucolitica activa la fosfofructoquinasa, la piruvato-quinasa

y la piruvato-deshidrogenasa.

# Interviene en el crecimiento celular inhibiendo la proteolisis, sobre todo

a nivel muscular.

Como hormona anabolizante, la insulina da lugar a potentes efectos sobre el
metabolismo proteico muscular, tiene una mayor influencia ir vitro sobre la lipogénesis de los
animales no rumiantes, sin embargo, numerosos estudios han indicado que el papel de la
insulina en cuanto a la regulacion de la lipogénesis, en tejido adiposo bovino, es insignificante
(Prior y Smith, 1983), ya que, segtin el grado de maduracion de los depdsitos de tejido adiposo
puede variar la sensibilidad del tejido a la insulina, un tejido adiposo menos maduro, como el
tejido adiposo intramuscular, podria tener una mayor respuesta a la insulina en periodos cortos

de incubacion y/o en cultivos de tejido durante largo tiempo (Miller et al., 1989).

En ratas, mediante tratamientos agudos con 3-agonistas, se estimula la liberacion de
insulina por parte de las células § pancreaticas teniendo lugar este fendémeno en las primeras
fases del tratamiento (Morgan, 1990). Por el contrario tras la administracién crénica disminuye

la produccién de insulina o no ejerce ninguna influencia (Emery ef al., 1984).
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Se ha comprobado que el crecimiento muscular estd estimulado por B-agonistas en
ratas diabéticas per se y en otras a las que yatrogénicamente se les provoca la enfermedad

(McElligot et al., 1987).

El mimero de receptores insulinicos de los adipocitos de los roedores desciende en
presencia de agentes que incrementan la concentracion intracelular de AMP ciclico (Liu y Mills
1989), cuya hidrolisis activa la triglicérido-lipasa y se produce la liberacion de los acidos grasos
libres. Este mecanismo es inhibido por la insulina, pero lo que no estd muy claro es si esta
hormona estimula la actividad de la fosfodiesterasa o deprime la actividad de la adenilato-

ciclasa o afecta a ambos procesos (Fiems, 1987).

Otro aspecto, a tener en cuenta, es la disparidad existente entre el ejercicio y el
tratamiento con clenbuterol, con respecto a la estimulacion del transporte de glucosa inducido
por la insulina. Existe una estrecha relacion entre el transporte de ésta y la capacidad oxidativa
de la musculatura esquelética. Estudios practicados en ratas Zucker han demostrado que el
ejercicio cronico incrementa este tipo de transporte, inicamente en los musculos en los que se
produce un incremento de las enzimas oxidativas (citrato sintctasa y citocromo oxidasa). El
tratamiento crénico con clenbuterol da lugar a una reduccion en la degradacién proteica

miofibrilar (Torgan et al., 1993).

*+ Otras hormonas, como las hipofisarias, juegan un papel fundamental en la regulacién
del crecimiento normal. La hormona del crecimiento aumenta sus niveles en ovejas, mientras

que en ratas tratadas con clenbuterol no se observan cambios (Kim y Kim, 1997).

»+ La tiroxina es indispensable para un crecimiento normal, aunque a elevadas
concentraciones es catabolica. Tras el tratamiento con beta-agonistas aumentan los niveles

plasmaticos de T, circulante.

Estudios realizados en ratas Wistar (Katsumata et a/., 1991) hacen sospechar que los

efectos del clenbuterol sobre la alteracion de la composicion corporal, en cuanto a contenido
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graso y proteico se refiere, pueden variar, segun el nivel de actividad tiroidea del animal. Asi,
en ratas eutiroideas, el clenbuterol se muestra como un agente de reparto, hecho que no sucede
cuando se administra el B-agonista a ratas hipotiroideas, en cuyo caso ni aumenta el contenido

proteico, ni disminuye la fraccion de grasa corporal.

» Glucocorticoides

En algunos roedores, tales como hamsters, cobaya y gerbillos, al igual gue el hombre,
el principal glucocorticoide secretado es el cortisol, mientras que en otros, como la rata y el
ratdn, es la corticosterona (Brien y Bannigan, 1986). Los trabajos de Conley y Bird (1997),
en donde se hace referencia a las diferentes rutas metabolicas de la esteroidogénesis adrenal
en distintas especies, indican que la rata produce una mayor cantidad de corticosterona debido
a un déficit de la enzima c-P450-17« hidroxilasa-20 liasa, responsable de la transformacion de

pregnenolona en cortisol.

L.a sintesis y secrecion de corticoides se encuentra bajo el control de la hormona
adreno-corticotropica (ACTH), hormona hipofisaria que se libera como respuesta al factor
liberador corticotrofico hipotalamico (CRF). En primer lugar, la ACTH incrementa el aporte
sanguineo adrenal, y posteriormente la esteroidogénesis y secrecion de la mayoria de los
esteroides adrenales (Woodman, 1997).

En la circulacion periférica, los corticoides se encuentran de tres maneras:

- ligados a una proteina especifica, transcortina 0 CBG (globulina
portadora de cortisol)

- ligados a la albimina

- libres, o ligados a sustancias no proteicas
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En cuanto a sus funciones, al mismo tiempo que se encargan de regular el metabolismo
de glicidos, proteinas y grasa, intervienen de una manera fundamental, en dotar al organismo

de una mayor capacidad de reaccion frente al estrés (De Paolo y Masoro, 1989).

Los glucocorticoides regulan el niimero de receptores B-agonistas y la sensibilidad
muscular y a altas concentraciones, producen un fuerte desgaste muscular. Para ciertos
autores, las concentraciones plasmaticas de corticoides no se ven alteradas, ni en corderos ni
en ratas, tras el tratamiento con clenbuterol (Choo ef al., 1992). Otros, han comprobado
mediante estudios realizados en hembras Wistar de un afio de edad (Sillence et al., 1995), que
cuanto menor sea la dosis de clenbuterol, las concentraciones de corticoides (cortisol y

corticosterona), aumentan.

+* Hormonas gonadales esteroides, tampoco estan involucradas en los mecanismos
de hipertrofia muscular inducidos por los B-agonistas, como lo demuestra el hecho de que
éstos son igualmente efectivos en machos o hembras, o en animales castrados e hipofisecto-

mizados (Haynes, 1994).

Sobre aparato genital, el clenbuterol eleva las concentraciones de los receptores de
estrogenos y progesterona, lo que conlleva la aparicion de lesiones orgéanicas, que nos hacen
pensar seriamente en una disminucion de la funcionalidad ovdrica (Peterla y Scanes, 1990;

Cerruti Sola ef al., 1996).

++ El flujo sanguineo también se ve incrementado por la accidon de los beta agonistas
debido al efecto de vasodilatacion periférica por ellos ejercido. Como también aumenta a nivel
muscular, el crecimiento, asimismo, se vera favorecido, Pero, como este efecto es temporal ya
que va descendiendo paulatinamente, es poco probable que el clenbuterol, al igual que el resto
de los B-agonistas ejerzan un efecto sobre el crecimiento muscular, sélo por una alteracién del

flujo sanguineo (Yang y McElligot, 1989).

»* En cuanto a la influencia que ejercen las distintas enzimas, los estudios realizados
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por McElligot et al. {1989) sobre el efecto que produce en el crecimiento de la masa muscular,
la administracion continua o intermitente de beta-agonistas, como el clenbuterol, ponen de
manifiesto que se produce un incremento en el tamafio de la masa muscular y los indices de
recambio proteico se ven forzosamente alterados, aunque es realmente dificil establecer si los
niveles de proteinas experimentan variaciones, bien por el aumento de su sintesis o por la

disminucion de su degradacion.

La actividad enzimatica, a nivel muscular, nos muestra un conjunto de enzimas
proteoliticas (proteinasas y peptidasas acidas, neutras y alcalinas), responsables de varios
estadios de la degradacion proteica en cascada. Nos referimos, entre otras, a las catepsinas D
y B y a la NADG (N-acetilglucosaminidasa), que degradan las proteinas de las miofibrillas
(Petrou ef al., 1995).

Fl incremento de la masa muscular observado en roedores, tanto inervados como
denervados, tras el tratamiento con clenbuterol, no es el resultado de grandes cambios de la
actividad de dichas proteasas ni tampoco obedece a espectaculares alteraciones de los niveles
de las proteinas estructurales musculares (Mantle et al., 1992). Las alteraciones concomitantes
de la catepsina B muscular y el crecimiento del musculo podrian indicarnos que esta enzima

colaboraria en el crecimiento estimulado por los beta agonistas (McElligot e al., 1989).

d.- Mecanismo de actuacion en tejido adiposo

La mejora de la composicion de la canal producida por el clenbuterol, es en parte
debida a su actividad beta-agonista, ya que como es bien sabido se produce una estimulacion
de la lipolisis de las reservas del tejido adiposo, un incremento de la termogénesis de la grasa
parda, un descenso del nivel de degradacion proteica y, en algunas circustancias, se manifiestan

muy claramente los efectos anabolicos proteicos.

El tejido adiposo pardo juega un papel importantisimo en la termogénesis inducida

tanto por la dieta, como por el frio en roedores. Morfologica y funcionalmente la grasa parda
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y la amarilla (blanca) son diferentes. La parda estd mas vascularizada y posee una mayor

inervaciéon simpatica (Challis ef al., 1988).

Los adipocitos pardos, se caracterizan por la presencia de termogenina en Ia propia
membrana de las mitocondrias. La termogenina es una proteina especifica desligante, que
constituye la tnica via conductora de protones que permite la reentrada de éstos en la matriz
mitocondrial, sin acoplarse a la sintesis de ATP. De este modo, la respiracion y la produccion
de calor puede producirse sin reservas y no esta limitada por los requerimientos de ATP (Fain
y Gracia Sdinz, 1983). La unién del guanidindifosfato (GDP) a esta proteina mitocondrial
indica el indice del estado termogénico de la grasa parda. El tratamiento con clenbuterol

origina un rapido incremento de los puntos de union del GDP mitocondrial.

Tanto la estimulacion « 6 3 adrenérgicas pueden aumentar la respuesta termogénica
a nivel de la grasa parda, pero los receptores o desempeiian un papel de menor importancia

(Young et al., 1984).

Los 4cidos grasos libres, liberados en el curso de la lipolisis, son capaces de actuar
directamente sobre la termogenina; ello induce la transcripcion de un gen de dicha proteina
dando lugar asi a una neosintesis de proteina que se introduce en la membrana interna de las

mitocondrias del tejido adiposo pardo (Ricquier ef al., 1986; Yang y Mc Elligot, 1989).

Esta estimulacion cronica provoca un incremento de las reservas energéticas a la vez
que una reduccidn de tejido adiposo blanco. En el caso de la rata, que cuando es adulta posee
un tejido adiposo pardo bien desarrollado, el clenbuterol ejerce un efecto equivalente al
producido por un B, agonista como el prenalterol. En esta especie, el efecto lipomovilizador
y termogénico puede explicar, en parte, la reduccion de la masa grasa, sin que ello impida el
cfecto del clenbuterol sobre el crecimiento muscular (Lafontan ef /., 1988). También provoca
una reduccion de la extension del tejido adiposo blanco, asociado a un aumento del tejido
adiposo pardo intercapsular, aunque estos efectos, son variables segin la estirpe de rata
utilizada (Berne et al., 1985).
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En cuanto a otras especies, los depositos adiposos disminuyen en mas de un 10% en
bovinos y ovinos, llegando a alcanzar hasta el 30-40% en ciertos casos (Liu y Mills, 1989).
Thorthon et al. (1985) demostraron que el clenbuterol posee una actividad lipolitica en
adipocitos aislados de cordero, al mismo tiempo que se produce una modificacion de la grasa
de cobertura perdiendo acidos grasos libres: palmitico (23-26%), estearico (67%) y oleico
(63%) (Lafontan et al., 1988).

Estudios experimentales, realizados en ratas, han demostrado que se produce un
incremento del metabolismo de las grasas, que puede ser debido a una elevacion de la actividad
de la lipoproteina lipasa (LLPL) en el mtsculo y la utilizacién preferente de los acidos grasos
por el misculo como recurso energético, tras el tratamiento con B-agonistas (Chance ef al.,
1991). La lipoproteina lipasa cataliza la hidrélisis de los triglicéridos, formando acidos grasos
libres. En la rata, esta enzima se localiza preferentemente en corazon y tejido adiposo, mientras
que en el higado se encuentra en estado inactivo. La heparina estd considerada como un
activador especifico del grupo prostético de la lipoproteina lipasa. Su destruccion, a nivel
hepatico por la heparinasa, puede justificar la inactivacién de la lipoprotema lipasa en higado
(Felts y Mayes, 1967). Estudios realizados sobre el metabolismo de quilomicrones o
triglicéridos, en higados perfundidos, demuestran que la activacién de la LPL por la heparina
tiene como consecuencia unos elevados indices de oxidacion, siendo altamente probable que
la grasa formada sea utilizada rdpidamente por el higado debido a la hidrolisis de los

triglicéridos en acidos grasos (Felts et al., 1967).
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HIGADO, CLENBUTEROL Y METABOLISMO

Un punto directamente relacionado con el metabolismo en general y sobre el que
debemos centrar muy especialmente nuestra atencion, ya que es uno de los principales érganos
donde se produce el mayor acimulo de clenbuterol, es el estudio del higado tanto estructural

como funcionalmente.

Macroscopicamente, el higado de la rata esta formado por cuatro 16bulos mayores

(mediano, lateral derecho, lateral izquierdo y caudal o accesorio) (Kohn y Barthold, 1984).

Desde el punto de vista histoldgico, es un tejido heterogéneo, en el que el 65% de las
células son hepatocitos y el 35% restante esta constituido por células no parenquimatosas, que
representan el 10% de la masa hepatica (células endoteliales, de Kuppfer, de Ito y en hoyo o
"pit cells™). El estroma, esta constituido por espacios porta, sinusoides, células sinusoidales y

vénulas hepaticas terminales o centrolobulillares (Ortega e Ispizua, 1993).

Estructuralmente, se¢ puede contemplar desde dos puntos de vista: morfologica y

funcionalmente.

Con respecto a la morfologia, nos referimos a los lobulillos clasicos en el que tabiques
conectivos finos unen los espacios porta entre si, delimitando zonas de parénquima

hexagonales y en cuyo centro, se sitlia una vena central.

Desde el punto de vista funcional, los distintos autores hablan del acino hepatico,
constituido por una arteriola hepatica terminal, vénula portal terminal, uno o mas conductos
biliares y fibras nerviosas (Poo et al., 1992). En los sinusoides hepéticos destaca la presencia

de receptores 8,-adrenérgicos, que juegan un papel fundamental en la microcirculacién

hepatica.
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En cuanto a la funcionalidad hepatica con respecto al metabolismo conviene hacer un
hreve recuerdo de las principales funciones que este drgano lleva a cabo, sobre los procesos

metabdlicos fundamentales. como son:

- Glucidos
- Lipidos

- Proteinas

Con respecto al metabolismo de los ghicidos, la regulacion de las vias metabolicas de
la plucosa depende de la concentracion de glucosa en sangre sinusoidal y de las miveles de

insuling, catecolaminas v glucagdn.

La captacion de glucosa a nivel hepdtico se realiza a favor de gradiente { Barber y Ponz,
1988) y debe encontrarse a unas concentraciones superiores a las fisiologicas. Fista captacion
dehe producirse muy rdpidamente para igualar las concentraciones a nivel sinusoidal y células

hepdticas (véase figura 10).

A Glucamin

W Insuting

Figura 10
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En la fasc de absorcion. la captacion se produce cuando este ghicido aleanza unos
niveles muy elevados en la sangre procedente de la vena porta. Sin embargo, en el ayuno, o en

la fase de post-absorcion. el higado reacciona de forma contraria, liberando glucosa.

Una ver, en ¢l interior de los hepatocitos, la glucosa se incorpora a las diferentes vias

melabolicas (véase figura | ):

- Glucogenopenesis/Glucdgenolisis.
- Glicolisis,

- Gluconeogénesis,

Triacligliceroldes,
fosfolipldos

t

Acidos  cojesterol
grasos

Figura 11

No esta demasiado claro cudles son las enzimas clave involucradas en ¢l desarrollo de

cstas vias metabdlicas especificas, que tienen lugar en las regiones periportal y pericentral del
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Iébulo hepatico (Cortinovis ef @f . 1993). Los hepatocitos de estas dos regiones, serfan los

responsables de la gluconeogénesis y glicolisis, respectivamente,

Por lo que se reliere al metabolismo de los lipidos (trighceridos v colesteral), el 20%
sufre un proceso de "aclaramiento” en el higado (Martinez Verano v Martinez, 1992), para
utilizar los dcidos grasaos como principal fuente de energia, mediante dos procesos (véase figura

12}

r_’{ o - =P Liporoteinas plasmiticas
" il Acidos grasos librex

en la sangre
._-ﬁ

Hommaonas
asterckies bitlarnx

B e
L Colesterol

ADP +P,

wrichi

ded se * €7 m—

firestrurt Il
o dadiva
Figura 12
- Esterificacion: Tiene lugar en ¢l reticulo endoplasmico v da lugar a4 la

[ormacion de lipoproteinas, que son las responsables de
solubilizar los lipidos para transportarlos a los distintos fluidos
corporales v, ademas, regulan la entrada y salida de los mismos

de las c€lulas v tejidos cleclores.

- Beta-oxidacion:  Se realiza a nivel mitocondrial. dando lugar a la formacion de
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cuerpos cetonicos, Fstos solo se¢ forman en el higado v
proporcionan la energia que sera utilizada por los tejidos, en lus

fases de ayuno.

Por tltimo, con respecto al metabolismo proteico (véase ligura 13) los aminodcidos
procedentes de la circulacion, participan en el higado en la sintesis de proteinas o sufren los

procesos de desaminacion y transaminacion. La gran mayoria de las proteinas plasmaticas se

Figura 13

sintctizan en higado a excepcién de la gamma globulina.

Otro proceso fundamental, que tiene lugar en este organo. cs la lbrmacion de urea,
producto de transformacion del amoniaco para ser excretado. El amoniaco, no sole procede
de los procesos catabolicos del higado. sino de otros tejidos como cerebro. misculo e

intestino. que liberan el nitrdgeno cn forma de aminodeidos (alanina v glutamina).
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En la rata, se ha demostrado la existencia de receptores ,, en los sinusoides hepéticos
que juegan un papel fundamental, en lo que a la microcirculacién hepatica de esta especie se
refiere (Poo et al., 1992). Los efectos metabolicos estan relacionados con la concentracion
tisular de AMP-c. A nivel hepatico, en la rata, la conversion de ATP en AMP-¢ se produce de
forma acelerada, igual que la activacion enzimdtica, fundamentalmente, por parte de las
fosforilasas, que catalizan la transformacion de glucgeno en glucosa, aunque la mayoria de
los autores coinciden en que la liberacion de glucosa no se ve alterada por los tratamientos con
clenbuterol. Estudios realizados con ratas, sometidas a entrenamiento fisico o en ayunas
(Davidson et al., 1993), han puesto de manifiesto que el tratamiento con clenbuterol no parece
modificar la liberaciéon de glucosa por parte del higado, siendo sus principales 6rganos

efectores, en este caso, la musculatura esquelética o el tejido adiposo.

Bonen ef al, (1986) sostienen que los niveles de glucosa se clevan, en el
entrenamiento, como resultado de la activacion de los receptores musculares, pero no
hepaticos, en ratas tratadas con clenbuterol, lo que se ve acompafiado de un aumento de los

niveles de insulina, pero dependiendo del tipo de musculo afectado.

Mientras que en los roedores (Torgan ef al., 1993} los efectos del clenbuterol sobre la
liberacion de glucosa no estén suficiente claros, en otras especies como el ganado vacuno, si
se ha comprobado que en los animales tratados se produce un incremento de dichos niveles

(Bruckmaier y Blum, 1992).

Por lo que respecta al metabolismo proteico, estudios realizados en ratas, sometidas
a restricccion de comida y tratadas con clenbuterol (Cardoso y Stock, 1996), han demostrado

que se produce un incremento de la concentracion de proteinas hepéticas.

El posible grado de hepatotoxicidad que pueda representar la utilizacion del
clenbuterol, a dosis superiores a las terapeuticas, es nulo en roedores (Roberts ez al., 1994),
como lo demuestran los estudios histologicos y ultraestructurales realizados hasta el presente.

En otras especies como las aves (Brambilla ez al., 1994) se ha observado hepatomegalia, quiza
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debido a la accion metabolica del clenbuterol.
GLUCOCORTICOIDES DE SINTESIS: DEXAMETASONA

* Generalidades

Los glucocorticoides sintéticos presentan tres caracteristicas fundamentales:

v Maxima capacidad antiinflamatoria y minima capacidad de retencion de sodio.

v Menor capacidad de unién a las proteinas plasmaticas, permitiendo de esta
manera su mejor distribucion tisular, y una elevada afinidad por los receptores

esteroides.

v Alteracién del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal (HHA) provocando la
supresion de la secrecion de CRH y ACTH. Estudios realizados en ratas han
puesto de manifiesto que si las concentraciones de ACTH disminuyen, durante
un espacio prolengado de tiempo, las células de la corteza adrenal se atrofian
y la respuesta del eje HHA, disminuye progresivamente (Fernandez y Sainz,

1997).

* Estructura

Los glucocorticoides de sintesis se originan partiendo de la estructura basica de un
glucocorticoide, que consta de 21 atomos de carbono en distribucion pregnano, doble enlace
C,=C; y un oxigeno en los carbonos 3, 11 y 20. Mediante ligeras modificaciones en dicha
estructura (presencia de grupos cetonicos, dobles enlaces o atomos halogenados en ciertas
posiciones) se originan los glucocorticoides de sintesis que suponen grandes diferencias con
respecto a la farmacocinética, farmacodinAmica y afinidad por los receptores de los

corticosteroides (Behrend y Kemppainen, 1997).
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La dexametasona (Ye-fluoro-16c-metilpredmisona) es un derivado fluorado de Ta

CH,OH prednisona  (véase figura 14).  Estructuralmente,
I

He O pertenece a la segunda generacion de glucocorticoides

cew, Smteticos o halogenados que se caracterizan por uno o
varios grupos floor o cloro, en su estructura molecular,

lo que contribuye a aumentar la potencia v vida media

— del farmaco (Ballarin y Sala, 1995).

Figura 14 Sus acciones son similares a las del resto de los
corticondes. pero carece de actividad mineralocorticoide, debido a la hidroxilacién o metilacion
en ¢l O, con lo cual no produce retencion hidrosaling v la duracion de sus electos ¢s mis

prolongada, sicndo ademas 40 veees mas activa que el cortisol (Guyton, 1997),
* Mecanismo de accion:

l.a dexametasona plasmatica libre atraviesa la membrana celular v se une a los
receptores citoplasmiticos especificos. que se caracterizan porque tienen dos puntos de union,
uno @l glucocorticoide v otre al ADN celular v una vez activados penetran en la membrana
celular estimulando la transeripeion de ARN mensajero v ARN ribosomico, activando o
mhibiendo los distintos procesos enzimaticos celulares. segun actue sobre un tejido elector en

concreto (Camphell er al., 1996).
* Farmacocinética ¥ distribucion

La dexametasona se absorbe facilmente por via oral lograndose alcanzar un pico sérico
entre 70 v 180 minutos, debido a miltiples factores como pueden ser la dosis empleada o la
via de administracion elegida. que va en funcion de la duracion del cfeeto descado. De este
modo ¥ debido a que la absorcion en el tracto gastroentérico es muy rapida, la duracion de su
efecto es casi igual a su vida media (Halliwell ¥ Gorman. 1989). Sin embargo, si o que sc

pretende conseguir es una duracidén a mas largo plazo, ha de optarse por la via parenteral.
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Atraviesa faciimente las barreras placentaria y hematoencefalica y se metaboliza mucho
mas lentamente que el cortisol debido al radical flaor presente en el carbono 9 de su molécula.
Se acumula entre las 12 y 36 horas en los 6rganos metabolizadores y excretores en funciéon de
su vida media biologica, que varia entre 36 y 72 horas (Ballarin et al., 1995).

En cuanto a su unién con las proteinas plasmaticas, al igual que el resto de los
glucocorticoides, se une en distinta proporcidn a la albimina (15%) y la transcortina o CBG
(45%), mientras que otra fraccion restante, la verdaderamente activa, es vehiculada de forma
libre en el plasma (40%), cuya vida media plasmatica es de 200-300 minutos.

* Metabolismo

Es hepatico, por sulfo y glucuronoconjugacion,

* Eliminacion

Renal (orina en un 70%) y hepatica (bilis, en un 30%).

ACCIONES PRINCIPALES DE LA DEXAMETASONA

= Es un potente antiinflamatorio debido a la supresion de las respuestas

inflamatorias.

= Bloquea la sensibilizacion de los linfocitos y las manifestaciones de

hipersensibilidad mediadas por las células (Jiang ef al., 1996).

= Balance de nitrégeno negativo.

oy Inhibicion de la absorcion gastrointestinal de calcio y la funcion de los

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

Loy Caracter hiperglucemiante, aumentando la glucogenogénesis y la
gluconeogénesis.

= A nivel hepatico, estimula la formacion de glucogeno y glucosa.

g A nivel muscular y del tejido linfoide, inhibe la sintesis proteica y activa la
proteolisis.

s Sobre el tejido adiposo, favorece la accion lipolitica de la epinefrina y GH. De
este modo, utiliza los acidos grasos libres y el glicerol liberado, como sustratos

para la formacion de glucosa.

=2 Junto con la epinefrina y el glucagdn, previene del exceso de la accion
hipoglucemiante de la insulina, prolongando varias horas el aumento de la

glucemia producido por ellos.

= En condiciones de ayuno, potencia y aumenta la duracion del incremento de la
glucemia, producido por el glucagén, epinefrina y GH, mientras que acentia
la movilizacion proteica, evitando la hipoghicemia y permitiendo el suministro
de glucosa al Sistema Nervioso, hasta que el organismo se adapta al ayuno y
comienza a utilizar los cuerpos cetonicos, como fuente de energia (Lopez

Calderén, 1992).

Loy Con respecto a la funcién endocrina (Behrend y Kemppainen, 1997) no
perteneciente al eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, la dexametasona produce
los siguientes efectos:

# Reduccién de 1a secrecion de la hormona del crecimiento.
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#

A nivel gonadal, en machos, inhibe la LH y la testosterona,
mientras que en hembras da lugar a anestros prolongados. En

ambos casos, conduce a fallos en la reproduccion e incluso
infertilidad.

Tiroides: es Ja glandula donde se han realizado los estudios
clinicos mas relevantes, demostrando que a elevadas dosis, no
estimula la TSH-RF, mientras que la respuesta a la TSH

disminuye.
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CLENBUTEROL ASOCIADO A DEXAMETASONA

E] clenbuterol también puede administrarse asociado a otras sustancias que, alin sin
comportarse como tales promotores del crecimiento, modifican, en cierta medida, los efectos
de aquellos. Es lo que se conoce habitualmente como “borradores", ya que impiden la
deteccion de aquellos productos utilizados fraudulentamente. Uno de ellos es la dexametasona
que, junto con la betametasona, constituyen uno de los grupos de corticoides de sintesis mas

importantes.

Existe muy poca informacion bibliografica acerca de los efectos que los tratamientos
combinados de estas dos sustancias producen en las distintas especies, aunque en la gran
mayoria de los casos su utilizacién se basa en los efectos terapéuticos que tanto el clenbuterol

como la dexametasona poseen. Asi citaremos como ejemplos:

v Potencial efecto terapéutico sobre la enfermedad de Alzheimer (Emmet et al.,
1997), al estimular la liberacion del factor endégeno de crecimiento nervioso
{NGF), que previene la degeneracion neuronal del Sistema Nervioso Central,

ya que este factor es incapaz de atravesar la barrera hematoencefalica.

v Sobre los estados anabolicos y catabdlicos de las diferentes vias proteoliticas
a nivel muscular. Mientras que el clenbuterol reduce la degradacion proteica
total, y la degradacién proteica miofibrilar, la dexametasona no produce ningin
efecto, actuando de este modo de forma compensatoria, frente a la interaccion
de hormonas (anabolicas y catabdlicas) del organismo (Fernandez y Sainz,

1997).

v Disfuncién diafragmatica. Estudios realizados en conejos han demostrado que
mientras que la dexametasona produce una disminucién de la contractilidad del
diafragma, el clenbuterol produce hipertrofia del diafragma y disminuye la

atrofia inducida por la dexametasona (Jiang ef al., 1996).
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4 El tratamienio mas efectivo en la enfermedad obstructiva cronica de los
caballos se consigue con la administracién de dexametasona sistémica y

clenbuterol (Mair, 1996).

v Efectos beneficiosos sobre la atrofta muscular inducida por la utilizacién de
glucorticodies, ya que el clenbuterol antagoniza el efecto catabélico de la

dexametasona sobre la musculatura esqueiética (Agbenyega y Wareham, 1992).

Tanto el clenbuterol como la dexametasona son derivados de sintesis cuyas acciones
estan profundamente ligadas al Sistema Adrenérgico. Administrados conjuntamente tienen
ciertos efectos "permisivos” sobre otros sistemas, como por ejemplo, con respecto a la
ghuiconeogénesis, para lo cual es necesaria la presencia de glucocorticoides, o sobre la lipolisis,
que estd mediada por las catecolaminas (Goberna, 1992). Esta interdependencia, favorecida
por el empleo de corticoides, puede tener cierta influencia a la hora de potenciar o enmascarar
ciertos efectos producidos por parte de los dos compuestos y que favorezcan una utilizacion

ilegal e indiscriminada del clenbuterol como agente anabolizante.
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Animales Material y Métodos

Animales.-

Hemos de comenzar diciendo que los animales utilizados en nuestro estudio, fueron
obtenidos mediante el establecimiento de distintos cruces, realizados en el Pabellon de Animales
de Experimentacion (N° de Registro Oficial EX-011-U) del Departamento de Fisiologia Animal
de 1a Facultad de Veterinaria de la U.C.M. Los animales reproductores procedian de Harlan, U.K.
Limited y pertenecian a la estirpe Long-Evans (LE/CppHsd), con su correspondiente certificado
de Salud Animal de acuerdo con al articulo 4 de la Directiva 92/65 del Consejo de la Union

Europea, siendo Harlan Ibérica S.A. el proveedor de los mismos.

Los animales fueron seleccionados por pesos y edades y mantenidos en las mismas

condiciones de alojamiento y alimentacion.

En cuanto a su distribucion, se alojaron cinco animales por jaula; éstas son de poliestireno,
de unas dimensiones de 25x40x15 cm, siendo alimentados a base de pienso en forma de pellets

y agua, ambos ad libitum.

El pienso utilizado fue suministrado por Interfauna Ibérica S.A., cuya composicion es a
base de forrajes, productos y subproductos de granos cereales, cereales, productos y
subproductos de semillas de oleaginosas, productos de pescado, minerales, pre-mezcla vitaminico

mineral, aceite y grasas. El anélisis medio, reflejé la siguiente composicion:

¢ Proteina bruta % 15,00

v’ Cenizas brutas % 5,70

v Celulosa bruta % 5,20

¢ Grasa bruta % 2,20

v’ Cobre mg/kg 7,00 (sulfato cuprico heptahidratado)
v Vitamina A Ul/kg 12.000

v’ Vitamina D, Ul/kg 14.00
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v Vitamina E (mg/kg tocoferol) 60,00

Las condiciones de luz (ciclo 12/12), humedad relativa (50-55%), temperatura (20-22°C)
y renovaciones de aire (10-15/h) de la habitacion, fueron las mismas para todos los animales y a

lo largo de todo el periodo experimental.

El mimero total de ratas utilizadas, teniendo en cuenta que no hubo que desechar ningiin
animal por cuestiones accidentales, como fallecimientos prematuros o presentacion de estados
patolégicos irreversibles, fue en total de 210. Se agruparon en lotes constituidos por cinco

animales (n=5) de acuerdo al siguiente esquema:

o Tratadas con Clenbuterol:

6 lotes de animales adultos y 10 lotes de animales impiiberes, (n=5), y sus
controles repartidos en 5 y 10 lotes respectivamente (n=5). El némero

total de animales tratados fue 80 mientras que el mimero total de animales
control, 75.

o5 Tratadas con la asociacion Clenbuterol + Dexametasona:

6 lotes de animales adultos tratados (n=5) junto a 5 lotes de animales
controles (n=5). El niimero total de animales tratados, en este caso es de

30y, el de los utilizados como control, 25.

Tanto en la manipulacion como en el desarrollo del trabajo experimental se observaron,
con ¢l maximo rigor, las medidas contempladas en la Legislacion vigente, del R.D. 223/88
respecto a la Proteccion de los Animales de Experimentacion y a la propia ética que nuestra
condicion de investigadores nos compromete con respecto a evitar cualquier sufrimiento al animal

por leve que fuere o nos pareciere.
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Tratamiento.-

Los animales fueron sometidos a dos tipos de experimentos siguiendo el método descrito

por Choo et al. (1990). Todos los tratamientos se realizaron por via oral (Morgan, 1990)
utilizando trécares rectos de 20 G x 11/2", A cada animal tratado se le administrd 1 ml de la

solucion, que detallaremos a continuacion, a primera hora de la mafiana.

& Experimento A .

mediante la administracion diaria de clenbuterol a una dosis de
Img/Kg diluido en solucion salina al 0,9%, durante 45 dias,
siguiendo el procedimiento de otros autores como Chance ef al.
(1991) y respetando posteriormente un periodo de retirada de 20

dias.

Para ello se emplearon dos grupos de animales: impuberes y adultos, agrupados en lotes

control y problema (n=5). Los pesos de los animales impuberes oscilaban en torno a los 90-100

g vy los de los adultos entre 250-300 g.

© Experimento B .

medianie la administracion diaria de la asociacién de clenbuterol
y dexametasona. El clenbuterol a la misma dosis que en el caso
anterior y la dexametasona, (Decadran, Merck Sharp Dome de
Espafia) administrada 10 dias antes de finalizar ¢l tratamiento
mediante una unica dosis de 0,1 mg/kg, por via subcutanea. La
duracidn tanto del tratamiento como del periodo de retirada, fue

la misma que en el ensayo A.

En este caso s6lo se emplearon animales adultos, con unos pesos medios de 250-300 g

y distribuidos en lotes problema y control (n=>5).
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Descripcion de la fase experimental.-

Se realizo un primer pesaje, con una semana de antelacion al comienzo del tratamiento,

para distribuir, con la mayor uniformidad posible, a los animales por lotes segin el peso.

Una vez iniciados los tratamientos, se pesaban los animales semanalmente vy,
posteriormente, al cabo de 2 horas de la aplicacion del tratamiento, anteriormente descrito, eran
tranquilizados y sedados, con la asociacion de Ketamina y Xylazina (0,5 mVanimal por via
intramuscular) para llevar a cabo la recogida de sangre de la vena yugular segin Feldman y Seeley
(1988), utilizando jeringas de 2 ml {Plastipak de Becton Dikinson) y agujas de 25 G (Microlance
3 de Becton Dickinson). El nimero total de tomas, incluyendo los periodos de supresion fue de
13.

Sacrificio y obtencion de las muestras de los animales.-

Los dfas correspondientes a los sacrificios (0, 5, 10, 15 y 20 de la conclusion de los
distintos tratamientos) los animales fueron anestesiados, con la asociacién de Ketamina y
Xylazina, y se procedié a la obtencion de sangre mediante puncion cardiaca (Brien y Bannigan,
1986) utilizando jeringas de 5 m! (Plastipak de Becton Dickinson) y agujas de 25 G 0.5 x 16 mm
(Microlance 3, Becton Dickinson).

Una vez recogida la muestra, se lievaron a cabo los métodos de eutanasia, practicados
con todos los grupos, que consistieron en la tranquilizacion (U.S. Department of Health and
Human Services, 1985) a base de Ketamina (Ketolar 50 mg, Parke Davis, Warner Lambert
Company, NJ USA) y Xylazina (Rompiin, Bayer AG Leverkusen Alemania), segun el método
descrito por Flecknell (1987), y posteriormente dislocacion cervical (Feldman y Seeley, 1988).

Larecogida de sangre, se realizd en tubos de vidrio de 12 ml de capacidad, previamente
heparinizados (con heparina al 10%, Rovi S.A.), con una concentracion de 40ul/l sangre, y

posteriormente fue sometida a centrifugacion durante 20 minutos, a 4°C y 3.600 rpm (Minifuge
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RF Heraeus). Una vez obtenido el plasma, las muestras fueron alicuotadas, identificadas y
conservadas, a -30°C de temperatura, hasta que fueron descongeladas para realizar las técnicas

analiticas de laboratorio oportunas.

Posteriormente a la recogida de sangre, se procedié a la hepatectomia total, pesaje de
organos y recogida de una porcion de los mismos conservada en formol al 10% y otra en
glutaraldehido al 3%, para llevar a cabo el estudio anatomopatologico a nivel de microscopia
Optica y electronica respectivamente, Otra porcion, fue recogida y congelada a -30°C, para

determinar la concentracidn hepatica de clenbuterol.
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ANALISIS HORMONALES

Las determinaciones de las concentraciones plasmaticas de las hormonas esteroides
progesterona, 17B-estradiol, androstenodiona, cortisol y corticosterona fueron realizadas
mediante el método enzimoinmunoanalitico, ELISA de competicion (Van Weemen y Schuurs,
1972; Munro y Stabenfeldt, 1984; Sauer et al., 1986; Van de Wiel y Koops, 1986; Marcus y
Durnford, 1986; Maurel ef al., 1986; Prakash et al., 1990), puesto a punto segun el método
descrito por Silvan (1991), en el Departamento de Fisiologia Animal de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad Complutense de Madrid ( Illera et al., 1992; lllera ef al., 1993a; Illera et al.,
1993b; Illera ef al., 1996; Blass ef al., 1996 ; Blass, 1997; lllera et al., 1997) .

La determinacion de las concentraciones, tanto plasmaticas como hepéticas, de clenbuterol
fueron realizadas mediante ELISA de competicion, puesto a punto segiin el método de Blass

(1997), también en el mismo Departamento.

La determinacion de las concentraciones de insulina, fue realizada mediante la técnica
ELISA sandwich, mediante la utilizacion de un sistema automatico en tubo (Boheringer

Mannheim Immunodiagnostics ES 22).

Determinacién de progesterona, 178-estradiol, androstenodiona, cortisol y

corticosterona mediante la técnica ELISA de competicion.
Una vez obtenidos los anticuerpos y conjugados para desarrollar el método
enzimoinmunoanalitico, ELISA de competicion, se realizo la puesta a punto del mismo que
consistio en:

e Definicién de materiales y reactivos empleados.

& Fijacion de condiciones del ensayo: tiempos de incubacion, temperaturade

realizacion de las distintas etapas del ensayo, tiempos de lavado y tapizado
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de las microplacas .

* Establecimiento de las diluciones 6ptimas de trabajo tanto del anticuerpo

como del conjugado para cada hormona.

S Construccion de la curva patron con la ayuda de una serie de diluciones

estandar de ¢ada hormona.

* Condiciones de ensayo

Siguiendo el criterio de Silvan (1991), son las siguientes:

Fase sélida:

Se utilizan microplacas de poliestireno con 96 pocillos (Dynatech). Las

placas se sellan con adhesivos de acetato para placas ( INC Biomedicals

Inc.).

Condiciones de incubacion:

a.- Inmovilizacion del anticuerpo a la fase solida: 16 horas a 4°C.

b.- Reaccion de competicion: 2 horas.

Tiempos de lavado y tapizado:

a.- Lavados: de 5 a 10 segundos cada uno.

b.- Tapizado de las placas con la solucién de conjugado: no debe ser

superior a 10 minutos ya que en caso contrario se pueden observar
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variaciones en los valores de absorbancia de las columnas

tapizadas en los ltimos lugares.

Material

Placas ELISA de poliestireno de 96 pocillos (Dynatech).
Selladores adhesivos de acetato para placas (ICN Biomedicals Inc).
Pipetas automaticas de 10-100 pl y de 100-1000 pl (Eppendorf).
Pipeta multicanal de ocho canales de 50-250 pl (Costar).
Agitador (Vortex) Reax 2,000 (Heindolph).

Pipetas de cristal de doble enrase de 5 y 10 ml (Proton).
Parafilm (Amerian Can Co).

Tubos de ensayo de cristal de 16 x 25 mm (Becton Dickinson).
Puntas, de un sélo uso, de 10-100 pl (Comfortips, Eppendorf).
Puntas de pipeta multicanal, 25-250 pl (Costar).

Lector automatico ELISA (Biotek).

NN NN NN NN NN N

Reactivos

TMB (Tetrametilbenzidina) Sustrato K (Labsystems).

Acido ortofosforico: H,PO, (Merck).

Etanol absoluto: CH,CH,OH (Panreac).

Cloruro sddico: NaCl (Probus).

Dihidrégenofosfato monoanhidrato sédico: NaH,PO, . H,O (Merck).
Di-sodiohidrogenofosfato anhidro: Na,HPO, (Merck).

Carbonato acido de sodio: NaHCQ, (Merck).

Albumina sérica bovina, fraccién V de Cohn (Sigma & Co).
Thimerosal (Acido benzéico 2-((etilmercurio)tio), sal sédica (Merck).
Tween-20 (Merck).

NN NN N NN NN NN

Anticuerpos policlonales obtenidos y caracterizados en el Departamento de
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Fisiologia Animal de la Facultad de Veterinaria de Madrid: anti 17B-estradiol,
anticortisol, anticorticosterona, antiprogesterona, antiandrostenodiona.
v Hormonas esteroides estandar (Steraloids Inc., N.H. USA):
* 11,17,21-Trihidroxipregn-4-eno-3,20-diona: Cortisol.
* (11B)-11,21-Dihidroxipregn-4-eno-3,20-diona: Corticosterona.
* 4-Androsteno-3,17-diona: Androstenodiona.
* (17)8-Estra-1,3,5 (10)-trieno-3,17-diol: Estradiol.

* 4-Pregnen-3, 20 diona: Progesterona.
Soluciones amortiguadoras
ion tampon Carbonato-bj M: pH=9
Para 1.000 ml. de solucion:
Na,CO;: 1,59 g.
NaHCO,: 2,93 g.
Thimerosal 1%: 5ml. Conservar a 4°C.
Solucid ‘ :pH=7.0
Para 1.000 ml. de solucion:
NaH,PO,.H,O: 5,421 g.
NaHPO,: 8,662 g.
NaCl: 8,7 g.

Albimina sérica bovina: 1,0 g.

Thimerosal 1%: 5 ml. Conservar a 4°C.

Solucién tampén sustrato: pH= 4.8

59



Andlisis hormonales Material y Métodos

Esta solucién se encuentra preparada comercialmente, en la proporcién necesaria:

Tetrametilbenzidina Substrato K: TMB (Labsystems).

Solucion de lavado: Solucion madre (10x). Se utiliza diluida 10 veces.

Para 1.000 ml. de solucién:

NaCl 1,5M: 87,66 g.

Tween-20 0,5%: 5 ml. Conservar a temperatura ambiente.
H,PO, IM.

Determinacion del comportamiento de los anticuerpos y conjugados en ELISA:

determinacion de las diluciones éptimas de trabajo en el ensayo.
Para poder determinar las condiciones optimas de trabajo de cada uno de los anticuerpos
(anti: 17B-estradiol, progesterona, androstenodiona, cortisol y corticosterona) y sus conjugados
respectivos, se deben realizar una serie de pruebas que enfrenten diluciones variables tanto de
anticuerpo como de conjugado.
Las diluciones empleadas son las siguientes:

Para los anticuerpos: 1/2.000; 1/4.000; 1/8.000; 1/16.000.

Para los conjugados: 1/20.000; 1/40.000; 1/80.000; 1/160.000.
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Dichas diluciones se distribuyen en la placa de poliestireno de la forma siguiente:

Anticuerpos: Conjugados:
Columnas 1-3: 1/2.000. Filas A-B: 1/20.000.
Columnas 4-6: 1/4.000, Filas C-D: 1/40.000.
Columnas 7-9; 1/8.000. Filas E-F: 1/80.000.
Columnas 10-12: 1/16.000. Filas G-H: 1/160.000

El siguiente cuadro muestra las difuciones 6ptimas seleccionadas (aquellas que poseen una

densidad optica entre 0,6 - 0,9 a 450 nm), siguiendo el criterio de Munro y Stabenfeldt (1984).

Anticuerpo Conjugado
17p3-estradiol 1/2.000 1/20.000
Progesterona 1/16.000 1/160.000
Androstenodiona 1/16.000 1/160.000
Cortisol 1/16.000 1/160.000
Corticosterona 1/16.000 1/160.000

Construccion de [as curvas patrén o estindar

Partimos de una solucién madre de concentracion conocida de 2 mg/ml de etanol absoluto
de cada una de las hormonas (progesterona, 17B-estradiol, androstenodiona, cortisol y
corticosterona), a partir de la cual se realizan diluciones con etanol absoluto en tubos de ensayo
Dichas diluciones son sometidas a una extraccion en extractor Turbo Vap LV evaporator
(Zymark) donde se someten a una corriente de gas nitrégeno C-50 P 200 Kg/em? (Carburos
metdlicos), con condiciones de extraccion de 40°C, 6 PSI, 6 minutos y corriente continua de gas

nitrégeno C-50. Una vez evaporado el etanol se afiade el conjugado a todas Ias concentraciones
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estandar, y se realiza el ensayo con el fin de establecer las medidas de densidad optica a 450 nm.

Con las medidas de absorbancia se trazan las curvas estandar, que permiten calcular las
concentraciones de hormonas esteroides a partir de los resultados que presentan las muestras

problema.

El margen empleado para cada curva estdndar varia seglin la concentracién que se espera

obtener para cada hormona:

1@

17B-Estradiol: 0,1 pg- 1 ng
= Progesterona: 1 pg - 1ng

=4 Androstenodiona: 1 pg - Ing

®

Cortisol: 1 pg - Ing

= Corticosterona: 1 pg - Ing
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DESARROLLO DE LA TECNICA ELISA DE COMPETICION

ELISA
[T e =

COMPETICION

Comprende las siguientes etapas:

l.- Adsorcitn de los anticuerpos a la lase solida

2.- Reaceion de competicion: adicion de la muestra o el estandar y ¢l conjugado.
3.~ Separacion de las fracciones de hormona libre v unida a los anticuerpos de la fase
4.- Adicion del sustrate v {renado de la reaccion.

5.~ Lectura de la placa v procesado de los resultados.
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L.- Adsorcion de los anticuerpos a la fase solida:

Consiste en tapizar los pocillos con 100 pl de la dilucién del anticuerpo especifico, menos
uno (Al) que se deja como blanco, Tas diluciones pertinentes del anticuerpo se llevan a caho en

una solucion tampon carbonato-bicarbonato (.03M.

A continuacion las placas se cubren con selladores adhesivos de acetato, incubando

durante 16 ha 4°C,

Con ¢l fin de eliminar el exceso de anticuerpo gue no haya sido adsorbido a la placa, sc
practican 5 lavados con solucion de lavado (200 pl, por pocillo) asi como un secado completo

mediante volteo en papel de filtro.

2.- Reaccion de compelticion

Fsta reaccion tiene lugar entre la hormona libre (estandar o problema) v la conjugada a
la enzima. Tanto las muestras estandar como las problema se mezclan con la dilucion de
conjugado apropiada para cada hormona. Estos conjugados han sido diluidos. utilizando una

solucion tampon ELA,

DISTRIBUCION DE LA PLACA PARA ELISA DE COMPETICION
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Las muestras estandar y problema se determinan por duplicado y se distribuyen en la placa

de la siguiente forma:

Columna 1 (A-F): La denominamos Eo; en ella solamente se afiade dilucion de

comjugado.

Columnas 1 (GyH),2y4(AyB): En ellas se afiaden las distintas diluciones
de las hormonas estandar diluidas en el

conjugado.

Columnas 4 (C- H),5,6,7,8,9,10,11,12 (A-D): En ellas se afiaden las muestras

problema diluidas en el conjugado.
Columna 12 (E-H): En elia se afiade la dilucion de conjugado nuevamente.
El tapizado de las placas en la reaccion de competicion, se lleva a cabo afiadiendo 50 pd
de solucién tampén de EIA, en todos los pocillos y afiadiendo después 50 pl de los reactivos

siguiendo la anterior distribucion.

Las placas son cubiertas, de nuevo, con selladores adhesivos, dejandose dos horas a

temperatura ambiente.

3.- Separacidn de las fracciones de hormona libre y unida a los anticuerpos

adsorbidos en la fase solida.

Se realiza mediante volcado de placas seguidos de cinco lavados con solucion de lavado

asi como un secado completo.
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4.- Adicion del sustrato y frenado de )a reaccion.

Ayudados de una pipeta multicanal se afiaden 100 ul de TMB Substrato K, por pocillo.
Después, se vuelven a sellar las placas dejandolas reaccionar, para que se desarrolle color durante
un periodo de diez minutos, afiadiendo después 100 pl de acido ortofosforico (solucién de

frenado) por pocillo para provocar el frenado de la reaccion de color.
5.-Lectura de las placas y procesado de los resultados.

Una vez afiadida la solucion de frenado se puede pasar a realizar la lectura de la densidad
Optica del color desarrrollado. Esta lectura se lleva a cabo a través de un lector automatico ELISA
(Biotek), 1a medicion se realiza a doble longitud de onda a 450 nm y 600 nm.

El procesado de los resultados obtenidos del andlisis hormonal, en las muestras de plasma,
se realiza con la ayuda de un software disefiado especialmente para ello en ¢l Departamento de
Informatica de la Universidad de California, Davis y consiste en:

a) Trazado de las curvas patrdn.

Se realiza enfrentando en el cje de abscisas, las concentraciones estandar de cada una de
las hormonas y en el eje de ordenadas, la relacion E/Eo x 100, es decir el porcentaje de union de

las muestras estandar con el anticuerpo.

Estas curvas patron sirven de referencia para el caleulo de las concentraciones hormonales

de las muestras problema.

b) Calculo de las concentraciones hormonales de las muestras de plasma

El ordenador calcula las concentraciones de las muestras problema tomando como

referencia las curvas patron. Para expresar estas concentraciones en las unidades correctas es

66



Desarrollo de la técnica ELISA de competicion Material y Métodos

necesaria la introducciéon de un factor de correccién, ya que las muestras sufren distintas
diluciones, por lo que la concentracidn calculada es inferior a la real, al obtenerse absorbancias

superiores a las que se obtendrian si la muestra se afiadiese sin diluir.

Las concentraciones de progesterona, androstenodiona, cortisol y corticosterona se

expresan en ng/ml en plasma. Las concentraciones de 178-estradiol se miden en pg/ml.
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Anailisis de hormonas esteroides en Jas muestras obtenidas de los animales.

Puesta a punto Ja técnica ELISA de Competicion, las muestras de plasma son sometidas

a una extraccion previa al analisis.

Para el 17B-estradiol se toman 500 ul de muestra y se afiaden 2 m{ de dietil éter, se agitan
vigorosamente durante 40 s y se colocan en un bafio de metanol y nieve carboOnica; el
sobrenadante se decanta y se extrae con una corriente de nitrégeno, en tubos de cristal de 12 x

10 mm. Una vez extraidos se afiaden 150 ul de solucion de conjugado.

La progesterona se extrae afiadiendo 100 pl de muestra a 2 ml de éter de petroleo, se
agitan vigorosamente durante 40 s y se colocan en un bafio de metanol y nieve carbonica, el
sobrenante se decanta y se extrae con una corriente de nitrégeno, en tubos de cristal de 12 x 10

mm. Una vez extraidos se afladen 150 ul de solucién de conjugado.
La corticosterona y el cortisol se extraen afiadiendo 100 ul de muestra a 1 mi de etanol
absoluto, se agitan vigorosamente durante 20 s y se centrifugan durante 20 min a 3.500 rpm a 4°

C. Se recogen 100 ul det sobrenadante y se extrae con una corriente de nitrégeno, en tubos de

cristal de 12 x 10 mm. Una vez extraidos se afiaden 150 pl de solucién de conjugado.

Determinacion de las concentraciones plasmaticas de insulina

Esta hormona fue analizada mediante la técnica ELISA sandwich.

* Descripcion de la técnica

El ELISA sandwich o de "dos sitios" consiste en lo siguiente: un primer anticuerpo que

se adhiere a una fase s6lida (tubo de plastico), a él se une un antigeno (si lo hubiera en la muestra)
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y la uniéin se detecta mediante la adicion del mismo anticuerpo especifico marcado

En una primera incubacion, el antigeno insulina de la muestra, se hga a los anticuerpos

anti-insulina, fijados a la pared de los tubos

[1aNTICUBRPD | [NEUTRALIZACION | [EaTANDAR] [zanTrcuERPO | [euaTrATO | [rrENADD |

5'1 q uura'ru

Ill”

[ene [Admtnari] S ExEL] |[WinTA]  [4m

Debido a que la insulina tiene varios determinantes antigenicos, s¢ realiza una segunda
incubacion., afiadiendo anticuerpos anti-insuling marcados con Crrtofenilen Diamina (OPD), de tal

manera que se forman complejos sandwich-insulina-0OP1

[.a cantidad de los complejos formados es proporcional al contemdo de insulina de la

muestra.

Para climinar ¢l conjugado OPD no ligado. se efectua una fase de lavado. Seguidamente,
se afade el sustrato cromégeno (ABTS) determinando fotomeétricamente la actividad de OPD,
ligada a la pared de los tubos.

L.os valores obtenidos, se llevan a la curva patron, elaborada con anteriordad,

Renctivos
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v Tubos de plastico, recubiertos de anticuerpos monoclonales antiinsulina.

Capacidad de fijjacién aproximada 110 ng de insulina/tubo.

v Tampén de incubacion
Tampon fosfato 40 mmol/l, pH= 7,0

v Conjugado anticuerpos anti-insulina-OPD
OPD > 3 U/ml.

v Estandar
Insulina en matriz bovina con las siguientes concentraciones expresadas

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

v Sustrato /tampon

Fosfato/citrato 100 mmol/l, pH 4,4 H,O, (perborato sédico) 3,2 mmol/I
v Cromogeno
2.2-azmo-di~(3-etil-benzotiazolina 4cido sulfénico-6)- sal diaménica.
ABTS 1,9 mmol/1
Preparaciéon de las muestras
Para la realizacion del anélisis, se procede a la descongelacion de las alicuotas de plasma
de los distintos grupos de animales ya que se utiliza un método directo, sin extraccion previa de

la muestra.

Todos los reactivos utilizados, se mantuvieron a temperatura ambiente, cOmo paso previo

a su posterior uso.

Intervalo de medicion
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0-250 pU de insulina/ml

Limite de deteccitn

Fl limite de deteccion inferior, definido como E + 3S del primer estandar (nU/ml), es

aproximadamente < 3 pU/ml.

Preparacion del ensayo

Después de la colocacion de la cadena y alcanzar todos los reactivos la temperatura idonea
(temperatura ambiente), se procede a dispensar manualmente 100 pl de estandar, plasma control

y muestras problema en los tubos correspondientes.

Se afiade luego, de forma automatica 1,0 ml de Ia solucion de conjugado, procediéndose
a una incubacion durante 60 minutos a 25°C ¢ 70 minutos si la temperatura del laboratorio es
menor de 25°C. Una vez pasado el tiempo de incubacion, los tubos se lavan con solucién de

lavado de forma automatica.

Posteriormente, se afiade 1 mt de la solucidn sustrato-cromégeno, incubandose durante

30 minutos para que se produzca la reaccion de color.

Pasado el tiempo de incubacion, se procede a la medida de las densidades 6pticas a una

longitud de onda de 405 nm.
Por medio de un software especifico (Boehringer Mannheim), se calculan, de una manera

automatica, las curvas estandar y las concentraciones, utilizando el factor de correccion

apropiado, al igual que se realiza para las hormonas esteroides.
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DETERMINACION DE CLENBUTEROL

Se realizo el analisis del clenbuterol {(plasmatico y hepatico) de las muestras siguiendo la
técnica ELISA, puesta a punto en el Departamento de Fisiologia Animal de la Facultad de
Veterinaria, de ia Universidad Complutense de Madrid (Blass, 1997).

Para determinar la concentracion hepatica de clenbuterol, se utilizaron macerados de los
higados de los animales de nuestra experimentacion. Estos macerados se obtuvieron a partir de
0,5 g de higado, procedente de cada animal, a los que se afiadié 5 mi de CIH, 0,IN y cuya
preparacion fue realizada manualmente, con un homogeneizador de tejidos con émbolo de vidrio
de 8 ml de capacidad (Pobel). La mezcla obtenida se centrifugé, (20 minutos, 6.000 r.p.m., 4°C)

y se recogio el sobrenadante, que posteriormente se congeld hasta realizar el analisis pertinente.

Curva estandar

Se preparan nueve estandares, partiendo de la solucion madre de clenbuterol, que tiene
una concentracion de 2 pg/ml (solucion A). De esta solucidn se toman 25 pl y se afiaden 975ul

de plasma control 50 ng/ml (solucion B).

Método
1.- Afiadir a la placa con los anticuerpos 75 pl de plasma control, estandar o muestra
problema por duplicado, segun corresponda.
2.- Agitar 15 minutos a temperatura ambiente en agitador de placas.

3.- Afiadir 25 pl de tampén EIA al pocillo Al.

4.- Afiadir 25 pl de conjugado a la dilucion requerida en tampén EIA.
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5.-

10.-

I1.-

Material

NN N NN NN NN K

Agttar durante 10 minutos en el agitador de placas (Bioblock Scientific, Agitateur
Microtitration 86247, Heidolph), a temperatura ambiente.

Volcar el contenido de la placa y realizar 3 lavados consecutivos con solucion de

lavado. En cada pocillo se dispensan 250 pl de Tween 20 al 0,005%.

Adfiadir 75 pl de TMB a cada pocillo con una pipeta multicanal.

Agitar durante diez minutos.

Afiadir 50 p! de solucidn de frenado (4cido sulfirico al 10%) con una pipeta

multicanal.

Por ultimo, se lee la placa a 450 nm.

Procesado de los resultados.

Placas ELISA de poliestireno de 96 pocillos de alta adsorcion (Biohit).
Selladores adhesivos de acetato para placas (ICN Biomedicals Inc.).

Pipetas automaticas de 10-100 pl y de 200-1000 nul (Eppendorf).

Pipeta multicanal § canales de 50-250 pl (Costar).

Agitador Reax 2.000 (Heidolph).

Agitador de placas (Hetdolph).

Tubos de ensayo de diferentes tamafios (Becton Dickinson).

Puntas, de un sélo uso, para pipetas Eppendorf de 10-200 ply de 100-1.000 ul.
Lector automéatico ELISA (Biotek).

Reloj cronéometro digital.
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Reactivos

Cloruro sédico: NaCl (Panreac).

Fostato de sodio dihidrégeno monohidrato: NaH,PO,.H,0 (Merck).
Fosfato sodico: NaHPQ, (Sigma).

Tween 20 (Merck).

Conjugado clenbuterol-peroxidasa (Departamento Fisiologia Animal).
TMB (Tetrametilbenzidina) sustrato K (Labsystems).

Acido sulfirico: H,SO, (Panreac).

R N N N

Soluciones tampon

Tampén EIA:

Para 1L de solucion:

1. 2,758 g de NaH,PO, H,0

2. 4,26 g de Na,HPO, pH 7,0

3. 9,00 g de NaCl

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

50 m! de Tween-20 en 1L de agua purificada

Solucién de frenado:

Acido sulfurico al 10% en agua purificada
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ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis estadistico de los resultados se realizé utilizando el paquete estadistico BMDP
(Biomedical Data Program = Programa de Tratamiento de Datos Biomédicos) (Dixon, 1992) en
el Centro de Cilculo de Moncloa de la Universidad Complutense de Madrid.

El nivel de significacion de los test estadisticos utilizados fue el del 95%, correspondiente

a una p< 0,05.

1.- Analisis de la Varianza

Se realizé un Andlisis de Varianza con medidas repetidas para cada uno de los parametros
determinados. Esta prueba nos permite comparar, indirectamente, varias medias aritméticas, por
medio de la comparacién directa de sus dispersiones y ademés nos permite comprobar la
influencia que los factores grupo y tiempo tienen sobre nuestros parametros. De esta forma se

determing:

1.1.- Efecto grupo: nos indica si existen diferencias, estadisticamente significativas, entre

los grupos de animales de nuestra experimentacion,

1.2.- Efecto tiempo: nos indica si existe una diferencia, estadisticamente significativa,

entre los diferentes momentos de la experimentacion.

1.3.- Interaccion: nos indica si el efecto tiempo difiere de un grupo a otro.

2.- Test de Mann-Witney

Se realizo un andlisis de diferencia de medias, no paramétrico, utilizando el test de Mann-
Wittney, que no impone ningin requisito a la distribucion de las variables. Todos los valores

determinados en nuestra experimentacion se incluyeron para realizar este analisis.
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ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DEL HiGADO

Se considerdé conveniente realizar el estudio del higado bajo dos puntos de vista,
Microscopia optica (MO) y Microscopia electrénica (ME), para procurar que éste fuera lo mas
completo posible y nos permitiera un diagnostico preciso y exacto de los animales tratados,
tomando siempre como referencia de los sanos a nuestros animales controles, es decir los que no
habian consumido clenbuterol, ni clenbuterol asociado a dexametasona. Dicho estudio, fue Hevado
a cabo en el Departamento de Anatomia Patologica del Hospital Clinico San Carlos de Madrid,

perteneciente a la Universidad Complutense.

Microscopia optica

Se decidio llevar a cabo el examen histolégico para detectar la posible existencia de

lesiones a nivel hepatico. Para ello se siguieron distintos pasos:

> Hepatectomias de los animales utilizados, control vy problema.
> Conservacion de los 6rganos en formol al 10%.

> Preparacion de los bloques de parafina procediendo de la manera siguiente:

1°- Tallaje de la muestra.
2° Procesado de tejidos.
3°- Corte del bloque.

4°- Montaje.

5° Tinecién de la preparacion.

1°- El tallaje, consiste en el corte o seccién, con bisturf o escalpelo, de la zona del

organo que va a ser sometido a estudio.
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2°- El procesado, comprende distintas fases en las que la muestra, introducida en las
capsulas de inclusion, se mantiene en formol, alcoholes de distintos grados y parafina a distintas
temperaturas, todo ello, con la finahdad de producir como resultado final, la deshidratacion del
tejido, para posteriormente constituir Jo que se llaman, los bloques que va seran las piezas sobre
las cuales se practicara el corte histojogico. Todas estas operaciones tienen una duracion
aproximada de 12 horas y se realizan, introduciendo las capsulas de inclusion con el drgano, en

el procesador de tejidos { Autotecnicon). Esquematicamente asi:

> Se mantienen los bloques en formol al 10% hasta que se mete en el procesador,

como minimo, 12 horas.

> En formol al 10%, 2 horas a 40°C.

> En alcohol al 70%, durante 30 minutos a 40°C.

> En alcohol al 96%. durante 30 minutos a 40°C,

> En alcohol al 96%, durante 45 minutos a 40°C,

> En alcoho! absoluto (100%), durante 40 minutos a 45°C.

> En alcohol absoluto (100%), durante 45 minutos a 40°C.

> En alcohol absoluto (100%), durante 45 minutos a 40°C.

> En xylol, durante 45 minutos a 40°C.

> En xylol, durante 45 minutos a 40°C.

> En parafina, durante 30 minutos a 60°C.
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>

>

>

En parafina, durante 30 minutos a 60°C.

En parafina, durante 30 minutos a 60°C.

En parafina, durante 30 minutos a 60°C.

Al dia siguiente, ya se preparan los bloques introduciendo el tejido procesado en unos

moldes sobre los cuales se vierte la parafina, con el dispensador correspondiente (P Selecta),

metiéndolos en la nevera para que se enfrien. Es lo que se conoce con el nombre de inclusion en

parafina.

3°-

4.

5°-

6°-

Una vez formado el bloque, se procede al corte del mismo con el microtomo
(Anglia Scientific), a 4 pm. Las cuchillas utilizadas pertenecen a la casa comercial
Jung Disposable Microtome Blades.

Se monta la preparacion en los portaobjetos (Objekttriger 76 x 26 mm, Knittel
Glaser, Geschliffen Mattrand): una vez realizado el corte, se lleva éste a un bafio
termostatado (Leica Espafia S.A.) y se coge la preparacién del bafio con el

portaobijetos.

Posteriormente, se introducen en la estufa (P Selecta) para que se sequen a una
temperatura de 60°C. También podrian secarse a temperatura ambiente, pero

tardaria mas.

Fl penultimo paso, consiste en la tincion de las preparaciones, bajo campana

extractora, para lo cual hemos empleado tres tipos diferentes:

v Hematoxilina-Eosina
v Tricromico de Masson

v  Plata metenamina
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Hematoxilina-Eosina (HE):

1°-

2°-

30

4.

5°%-

6°-

Desparafinacion con xylol, durante 10 minutos.

Hidratacién con alcohol absoluto, alcohol de 96° y agua (se realiza en un pase por

cada uno).

Introduccion de la preparacion en Hematoxilina de Carazzi, durante 8 minutos.

Lavado con agua, durante 10 minutos, para eliminar la Hematoxilina.

Introducciéon de la preparacion en Eosina escasos segundos, que es lo que se

denomina 1 pase.

Deshidratacion con alcohol de 96°, alcohol absoluto, xylol y montaje de la

preparacion y se espera hasta que se seque la misma.

Tricromico de Masson:

1°-

2°-

3°-

40

5°-

Desparafinar e hidratar.

Hematoxilina de Harris, 5 minutos.

Lavar en agua, 3 6 4 minutos.

Rojo Mallory, 2 minutos.

Lavar en agua.
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6°-  Un pase por acido fosfomolibdico al 1%.
7°- Verde luz, 2 minutos.
8°- Lavar en agua.

9°-  Deshidratar y montar.
Plata Metenamina:

1°-  Desparafinar e hidratar.

2°- Acido periédico al 0,5%, durante 10 minutos.

3°  Lavar en agua.

4°.  Acido crémico al 5%, durante 45 minutos.

5°-  Lavar en agua.

6°-  Bisulfito sddico al 2%, durante 2 minutos.

7°-  Lavar en agua.

8°-  Se mete la preparacion en la estufa a 60°C, hasta que toma un aspecto de color
tabaco una vez que se ha afladido lo siguiente:

v Plata metenamina 50 cc.

v Nitrato de plata al 5%, 2.5 cc.
v Borax al 5%, 3 cc.
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9°-  Lavar en agua destilada.

10°-  Cloruro de oro, 2 minutos.

11°-  Hiposulfito sodico, durante 2 minutos.

12°-  Lavar con agua destilada.

13°~  Hematoxilina, 2 minutos.

14°-  Un pase opcional, por Eosina.

15°-  Deshidratar y montar.

7°- El paso final de este proceso consiste en ¢l montaje de la preparacién utilizando
un gel o balsamo (Eukit), que es el responsable de que el cubreobjetos
{Objektitrager Knittel Glaser, Geschliffen Mattrand 50 x 25 mm) se adhiera a la
superficie del porta y se deja secar a temperatura ambiente. De este modo se ha

conseguido finalmente la preparacion histolégica.

Microscopia electrénica

Una vez realizado ¢l diagnéstico de las muestras, donde los resultados obtenidos no
indicaron la existencia de ningun tipo de lesion hepatica a nivel de Microscopia dptica y para
confirmarlo definitivamente, se procedié al estudio ultraestructural, basindonos en que si un
toxico queda almacenado en un 6rgano y no provoca lesiones detectables a nivel histologico, es
aconsejable ¢l estudio ultraestructural de dicho drgano, dada la importancia de la actividad del
citocromo P, sobre los ribosomas y su estructura, pudiendo, en el caso de existir lesion, alterar

la conformacion de éstos y aumentar la actividad del citocromo.
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La Microscopia electronica (ME) consta de dos partes claramente diferenciadas:

v ME de Barrido

v ME de Transmisién

En la ME de Barrido se realiza un estudio superficial del 6rgano, aunque eso sf, mas profundo que

en la 6ptica. El aparataje empleado fue el siguiente:

v Procesador, para deshidratar en acetona.

v Camara de punto critico para llevar a cabo la desecacion.

v Sistema de metalizacion de muestras (Sputtering) con oro o platino.

v Campana de vacio para almacenar las muestras.

v Destilador.

v Microtomo donde se realizan los llamados cortes "semifinos” de 1 micra.

v Microscopio electronico de barrido.

En cuanto a la conservacion de la muestra, a diferencia de la Microscopia Optica, aqui en
vez de emplear formol, se utiliza glutaraldehido al 3%, y, por supuesto, a la hora de tomar la
muestra, ésta se fracciona en secciones lo mas pequefias posible. El resto de los pasos, en cuanto

a corte etc. es igual que lo detallado anteriormente.

Enla M.E. de transmision es donde se lleva a cabo realmente el estudio ultraestructural.

Para ello se necesitan;

v Procesador automatico para realizar la inciusion en plastico.

v Fijadores con glutaraldehido al 25% y nitroxido de Osmio, que a la vez tifie.
v Ultramicrotomo para cortes ultrafinos, de 60-90 nanometros.

v Estufas para la polimerizacion de los bloques.

v’ Destilador.

82



Estudio anatomopatolégico del higado Material y Métodos

v Microscopio electronico de transmision.
En cuanto a los pasos a seguir, son los siguientes:

1°- INCLUSION de las muestras: se recogen fragmentos de higado muy diminutos

y lo mas rapidamente posible, después de 1a muerte del animal.
2°-  FIJACION en glutaraldehido al 6% en tampon durante 1-2 horas.
3e. Lavado en Buffer Milloning a pH 7,3 con sacarosa, 2 veces.
4>~ POSTFIJACION en Osmio al 1%, durante 30 minutos a una hora.
5°- Lavado, con tampdn con sacarosa, 2 veces durante 10 minutos.

6°-  DESHIDRATACION:

v/ en etanoles crecientes, 10 minutos en cada uno. Dos pases de diez
minutos, por etanol absoluto.
v Oxido de propileno, 2 pases de 10 minutos,

v Oxido de propilenc + Epon (1:1) de 2-3 horas a toda la noche.
Una vez realizados estos pasos, se ponen en las cdpsulas con la mezcla y se incuban
durante 24 horas como minimo, a 60°C. También se puede poner de 4 a 5 horas a 40°C de

temperatura y luego aumentar ésta a 65°C hasta 24 horas.

Los reactivos empleados para la formacion de los distintos tampones son los siguientes:
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Buffer Milloning

Se emplean los reactivos que se indican a continuacion:

v Fosfato monosédico (NaH,PO H,0) 22,6 g en 1.000 ml de agua destilada

v Hidréxido sddico (NaOH) 2,52 g en 100 ml de agua destilada

v Glucosa 5.4 g en 100 ml de agua destilada

v Cloruro Calcico (CaCl,) 0,5 g en 50 ml de agua destilada
A) Mezclar:

Solucién fosfato monosédico 830 ml

Solucion hidroxido sddico 170 ml

De esta mezcla, se retiran 100 ml y a los 900 restantes se les afiade:

Solucién glucosa 100 ml

Solueion cloruro Sml

Posteriormente, se ajusta el pHa 7,3

B) Para lavador, se afiaden 68,4 g de Sacarosa por cada 1.000 ml

Mezcla de Mullenhauer 1963 Epon-araldita

v Epon 812 25 ml

v Araldita (502, 6005 epoxyresina) 15 ml

v Endurecedor (DDSA) 55 ml

v Plastificador (Dibutiltalato) 2-4 ml

v’ Acelerador (DMP-30) 1,5- 3 /mil
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En cuanto a los métodos de tincién empleados, destacamos:

* Acetato de uranilo

A) Solucion saturada al 11 %. Reposar 24 h.

B} Solucion al 2% en agua destilada, filtrado y centrifugado.

Preparar en el dia.

* Citrato de plomo

v Nitrato de Plomo (Pb NO,), 1,33 ¢

v Citrato de Sodio (Na,C,H;0,) 2 hidrato, 1,76 g
51/2hid, 2,14 g

v Agua desmineralizada 30ml

Se agita fuertemente durante 30 minutos con intervalos de descanso de un minuto, hasta

la total formacion de nitrato en citrato de plomo.

Posteriormente se afiade Hidroxido Sodico IN (8 ml) y se ajustael pH a 12.

Se realizaron fotos de las preparaciones, tanto de Microscopia 6ptica como electrénica.
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Validacion de la técnica EIA de competicion Resultados

I- Validacion de la técnica EIA de Competicion para hormonas esteroides y clenbuterol

1. Diluciones 6ptimas de anticuerpo

Los resultados obtenidos tras las pruebas realizadas para calcular la dilucion

Optima de trabajo a emplear de anticuerpo para EIA de competicion fueron:

% Anti-cortisol: 1/16.000.
¥ Anti corticosterona: 1/16.000.

% Anti-progesterona: 1/16.000.

* Anti-178-estradiol: 1/2.000.

% Anti-androstenodiona: 1/16.000.

Y Anti-clenbuterol: 1/4.000.
2. Diluciones 6ptimas de conjugado

Este factor es critico para una puesta a punto optima del método. Los resultados

fueron los siguientes:

#* Conjugado HRP-cortisol: 1/160.000.
% Conjugado HRP-corticosterona: 1/160.000.
¥ Conjugado HRP-progesterona: 1/160.000.
% Conjugado HRP-17B-estradiol: 1/20.000.
¥ Conjugado HRP-androstenodiona: 1/160.000.
% Conjugado HRP-clenbuterol: 1/10.

3. Trazado de las curvas patron:

El trazado de las curvas patrén para cada una de las hormonas esteroides, se realizé

como ya se ha dicho mediante un software especialmente disefiado por el Departamento de
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Informatica de la Universidad de Davis, U.S.A.

En la siguiente figura, se encuentra reflejada la curva patrén de 17B-estradiol.
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4. Parametros de validacion del EIA de competicion para las hormonas

cortisol, corticosterona, progesterona, 178-estradiol, androstenodiona y

clenbuterol.

- Precision v repetibilidad

Calculo de los coeficientes intra e interensayo: %CV= Desviacion estandar/media x
100. En nuestro caso los %CV intra e inter-ensayo fueron siempre menores del 10% para

todas las hormonas estudiadas y para clenbuterol.

- Exactit
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Se completa mediante el calculo de los porcentajes de recuperacion de distintas

cantidades conocidas de hormona o clenbuterol, afiadidas a un pool de muestras.

Los porcentajes de recuperacion oscilaron en todos los casos entre 85-95%.

- Sensibilidad

Se determind de dos formas:

- Limites de Deteccion:

v Cortisol: 3 pg/pocillo.

v Corticosterona: 3 pg/pocillo.

v Progesterona: 1 pg/pocillo.

v 17B-estradiol: 0,3 pg/pocillo.

v Androstenodiona: 6 pg/pocillo.

v Clenbuterol: 0,008 ng/ml.

- Sensibilidad al 50% de unién:

v Cortisol: 58,82 pg/pocillo.

v Corticosterona: 58,82 pg/pocillo.

v Progesterona: 83,17 pg/pocillo.
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v 1 7i-estradiol: 8.3 pg/pocillo.

v Androstenodiona: 83 pg/pocillo.

- e : paralelismo

Esta prueba cobra especial importancia en la validacién ya que establece la posible
interferencia del plasma sobre los resultados. Para su caleulo, se diluyen sucesivamente
muestras de plasma procedentes de animales tratados con clenbuterol en el mismo plasma
control que se utiliza para la preparacion de la curvas estandar v se realiza un andlisis
estadistico entre las coneentraciones medidas en la muestra diluida y las tedricas que se espera

cnconlrar.

Realizado cl analisis de regresion entre las concentraciones esperadas v las csperadas
obteniéndose unos coeficientes de regresion del 97 % v 89% (p< 0,001). Fn la sipuicnte figura

csta representada la curva de paralelismo del clenbuterol.

| W — ETTVmroan STOLT e \
& — Eriirrir o plomn T .'H

0,0 g,1 1

Fn el caso de las hormonas esteroides no se realizd esta validacion, ya que sc

extrajeron las distintas hormonas del plasma de las ratas.
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Ganancia de peso de los animales Resultados

GANANCIA DE PESO DE LOS ANIMALES

Grifica y Tabla 1: Muestran la evolucion de los pesos (g) (media + esm) de los animales
preplberes tratados con clenbuterol (1mg/kg), en relacion a los controles, sin que
aparezcan diferencias estadisticamente significativas (p> 0,05), durante la pubertad,
entre ambos grupos, hasta el final de la misma, momento a partir del cual comienzan
a distanciarse los tratados (p< 0,05) (valores correspondientes a las pesadas 6 y 7 del
tratamiento (P-6 y P-7), y en el momento de la retirada (R-0) del mismo). A partir de
los cinco dias del periodo de supresion, los pesos de los animales de ambos grupos, se
equiparan, de tal forma que terminan por igualarse, en las dos ultimas semanas, es decir

transcurridos entre 15 y 20 dias de la supresion del tratamiento.

Grifica y Tabla 2: Reflejan, los resultados obtenidos referentes a los pesos (g) tras el
tratamiento con clenbuterol (1mg/kg) en animales adultos. Se aprecia un manifiesto
incremento de peso en los animales tratados (p< 0,01), que se mantiene constante
desde la tercera semana de tratamiento (P-3), hasta el momento de la retirada (R-0).
A partir de aqui, los animales tratados comienzan a perder peso y se igualan a los

controles, al igual que ocurria con los animales prepuaberes.

Grafica y Tabla 3: Aparecen representados los pesos alcanzados por los animales adultos tras
un tratamiento combinado d¢ clenbuterol (1mg/kg) y dexametasona (0,1 mg/kg).
Como se puede apreciar, el grupo tratado con la asociacién de clenbuterol y
dexametasona, experimenta una elevacion de peso, estadisticamente significativa, con
respecto a los animales utilizados como control (p< 0,01) desde la primera semana de
tratamiento (P-1), para mantenerse durante las semanas posteriores, continuando esa
evolucion progresiva en cuanto a ganancia de peso se refiere, incluso durante el
periodo de retirada, en que se distancian considerablemente (p< 0,01) de los controles,
siendo en este periodo [a ganancia de peso superior a los animales tratados con

clenbuterol sélo.
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Tabla 1.-

Pesos (gr) de los animales prepuberes del experimento con clenbuterol

{media + E.S.M.)

P-4

Control

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
259,75 + 6,87
283,47 £ 6,68
287,45 £ 9,65

107,47 + 4,67
111,34 + 6,89
125,03 £ 7,95
152,65 + 6,28
169,00 £ 8,29
195,13 £ 4,61
22937+ 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
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Grifica 1.- Pesos (gr) en animales prepuberes confroles (M) y tratados con clenburerol ().



Tabla 2.-

Pesos (gr) de los animales del experimento con clenbuterol (media +

E.S.M.)

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+ 295
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
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Griifica 2.-  Pesos (gr) en animales adultos controles (M) y tratados con clenbuterol (M)



Tabla 3.-

Pesos (gr) de los animales del experimentoe con clenbuterol +

dexametasona (media + E.S.M.)

R-10
R-15
R-20

— -
Control

238,50+ 1,45
242,13 £ 1,90
246,98 + 1,79
248,80 + 2,61
250,76 + 1,86
256,49 + 1,76
261,25+ 1,78
264,68 = 1,88
263,60 +1,98
267,26 + 1,54
268,45 +2,55
267,87 + 1,86

T

Clenbuterol +

Dexametasona

246,26 £ 1,05
262,75+ 1,33
278,69 + 1,34
278,91 + 1,09
279,08 + 1,38
284,45 + 1,59
282,40 + 1,65
284,23+ 2,14
287,09 + 1,88
288,08 + 1,86
291,47 + 2,62
287,82 + 2,60
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Grifica 3.-  Pesos (er) en animales adultos controles (M) y tratados con clenbuterol — dexametasona ()



Variaciones del peso del higado Resultados

VARIACIONES DEL PESO DEL HIGADO

Grifica y Tabla 4: Se puede contemplar la evolucion de los pesos (g) (media + esm) del
higado de los animales preptiberes, en el transcurso de la fase experimental. Los pesos
estan expresados en forma de porcentajes relativos con respecto al peso corporal total.
Se observa que, desde la primera semana de tratamiento con clenbuterol (1mg/kg), el
peso hepético de los animales tratados es muy similar al de los controles, o ligeramente
inferior, careciendo de significacion estadistica (p> 0,05). Estas oscilaciones se
mantienen en el periodo puberal y, cuando cesa éste, se produce un considerable
descenso en los pesos hepaticos, de los animales tratados (p< (,01), que comprende
desde la Ultima semana de tratamiento (P-7), hasta la retirada del mismo (R-0). A partir
de entonces, (R-5 y R-10), la diferencia entre ambos grupos aunque es menor, continila
teniendo significacion (p< 0,05). Posteriormente (R-15 y R-20), los animales se

recuperan, y los pesos de los higados en los dos grupos se igualan.

Grifica 4-a: En esta grafica, se puede apreciar, con mayor detalle, las diferencias existentes
entre los pesos del higado de los animales preptiberes, tratados con clenbuterol
(1mg/kg) y los controles. Es de destacar la reduccién en el peso de los animales
tratados, estadisticamente significativa (p< 0,01), desde el inicio del periodo de
supresion (R-0}) hasta diez dias después (R-10). En los titimos 10 dias, hasta completar
la retirada (R-15 y R-20), los pesos hepaticos de los animales se igualan, indicando una
clara recuperacion de los mismos, una vez terminado el periodo de exposicion al

medicamento.

Grifica 5 y Tabla 5: Se pueden contemplar las variaciones de los pesos hepaticos de los
animales adultos (expresados en porcentajes de gramos con respecto al peso corporal
total) sometidos a los tratamientos con clenbuterol (1mg/kg), y clenbuterol con
dexametasona, en las distintas fases de la retirada del medicamento. Como podemos
observar, existen diferencias, estadisticamente significativas (p< 0,01), entre los

distintos grupos con respecto a los controles, hasta transcurridos 10 dias de la
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Variaciones del peso del higado Resultados

supresion del tratamiento, en que se igualan los pesos del higado de todos los animales,
hasta el dia 20, en que concluyen los experimentos. Hemos de destacar que, en el
grupo tratado con clenbuterol 4+ dexametasona, los pesos hepaticos se aproximan mas
tempranamente a los de los controles, que en el caso de los animales tratados unica y
exclusivamente con clenbuterol, aunque siguen manteniendo diferencias significativas
con respecto a éste, y a partir del dia 15 de la retirada (R-15) se igualan

definitivamente al control.
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Tabla 4.- Pesos (gr) de los higados de los animales prepiiberes del experimento con
clenbuterol (media £ E.S.M.)

Control

0,048 + 0,002
0,047 + 0,001
0,050 + 0,002
0,047 + 0,001
0,051 % 0,001
0,052 + 0,002
0,053 + 0,001
0,051 + 0,001
0,052 + 0,000
0,050 0,001
0,048 + 0,001
0,049 + 0,002

Clenbuterol

0,043 + 0,002
0,045 + 0,003
0,046 + 0,002
0,048 + 0,003
0,052 + 0,003
0,050 + 0,002
0,045 £ 0,001
0,044 £ 0,001
0,047 £ 0,001
(0,046 + 0,001
0,047 £ 0,001
0,048 + 0,002
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Grifica 4.- Pesos hepéticos (gr) en animales prepuiberes controles (M) v tratados con clenbuterol (B).
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Tabla 5.- Pesos (gr) de los higados en los diferentes experimentos

RETIRADA 0 0,039 + 0,001 0,029 + 0,001 0,03353 £ 0,00092
RETIRADA 5 0,038 = 0,002 0,031 £ 0,001 0,03736 + 0,00034
RETIRADA 10 0,037 + 0,001 0,039 £ 0,001 0,03886 + 0,00112
RETIRADA 15 0,038 + 0,002 0,037 £ 0,001 0,03855 + 0,00108

RETIRADA 20 0,037 +£ 0,003 0,037 = 0,001 0,03874 + 0,00125
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Concentraciones de clenbuterol Resuftados

CONCENTRACIONES DE CLENBUTEROL

Grifica 6 y Tabla 6: Representacion grafica de las concentraciones plasméticas de
clenbuterol, expresadas en ng/ml, obtenidas en los distintos tratamientos. Podemos
observar que, tras partir de los muestreos basales de sangre, en los tres grupos tratados
(p> 0,05) (prepberes y adultos con clenbuterol, v adultos con clenbuterol y
dexametasona) y el grupo control, se aprecian, a partir de la primera toma de sangre
(T-1), diferencias con clara significacion estadistica (p< 0,001) en todos ellos, con
respecto al control, casi de forma paralela. Los animales prepuberes experimentan una
caida de dichas concentraciones en las tomas 3 y 7 (T-3 y T-7), mientras que en los
adultos ésto sucede en la segunda toma de sangre. A partir de la T-3, la evolucion, en
cuanto a la absorcion plasmatica de clenbuterol se refiere, es practicamente similar en
ambos grupos, aunque es de destacar que los adultos, alcanzan concentraciones
ligeramente superiores. A partir de la T-6 todos los grupos tratados (tanto prepiberes
como adultos con clenbuterol o éste asociado a dexametasona) experimentan una
brusca disminucion de dichas concentraciones (p< 0,001). En el grupo tratado con la
asociacion de clenbuterol y dexametasona, los niveles plasmaticos de clenbuterol se
ven considerablemente reducidos, justo en el dia de la retirada (p< 0,001). Este
descenso, pero en ambos grupos, se¢ hace mas patente a los cinco dias de la retirada (R-
5), por lo que la signifcacion, con respecto al control (p< 0,01), es ligeramente inferior.
A partir de este momento, ya no se detecta clenbuterol en plasma, en ninguno de los

grupos.

Grafica 7 y Tabla 7: En esta grafica, aparecen representadas las concentraciones hepaticas
de clenbuterol, en los animales adultos que han sido sometidos a los tratamientos con
clenbuterol (1mg/kg) y la asociacién de éste con la dexametasona, durante el periodo
de supresion o retirada del tratamiento. Mientras que en la R-0 las concentraciones de
ambos grupos son exactamente iguales (<0,5 pg/mg) y por tanto no existe significacion
estadistica (p> 0,05), a partir de la R-5 se aprecian claras diferencias (p< 0,01) entre

los grupos tratados con clenbuterol y clenbuterol + dexametasona, siendo claramente
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Concentraciones de clenbuterol Resultados

inferiores, las concentraciones hepaticas en éste ultimo. A partir de la R-10, las
diferencias, en cuanto a las concentraciones, son menores (p< 0,05), y se igualan en

los ultimos diez dias (R-15 y R-20), indicando una total eliminacion del clenbuterol
almacenado en el higado en ambos grupos.
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Tabla 6.-

R-10
R-15
R-20

0,00 £ 0,00
0,00 + 0,00
0,00 + 0,00
0.00 £ 0,00
0.00 £ 0,00
0,00 + 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 + 0,00
0,00 = 0,00
0,00 + 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 + 0,00
0,00 = 0,00

0,00 0,00
45,02 + 11,86
23,67 + 4,37
61,18 = 15,73
70,21 % 11,22
111,50 £ 25,11
67,51+ 11,11
55,09 + 8,00
96,30 + 20,03
0,10 £ 0,06
0,24 £ 0,19
0,00 0,00
0,08 + 0,08

Concentraciones plasmdticas de clenbuterol (ng/ml) en los diferentes tratamientos.

67,51 £ 11,11
34,56 + 4,67
54,57 £ 8,59
0,07 £0,03
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00
0,00 £ 0,00

Clenbuterol

preptberes

0,00 + 0,00
46,35 £ 7,05
83,69 +9,22
39,65+ 3,96

86,04 £ 15,66
96,32+ 11,69
59,40 £ 2,09
36,90+ 1,14
73,68 + 1,56

9,67 +1,45

1,42 £0,13

1,18 £ 0,06

0,06 + 0,02
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Tabla 7.- Concentraciones de clenbuterol (ng/mg) en higado en los diferentes experimentos

Control Clenbuterol Clenbuterol +

Dexametasona

RETIRADA 0 0,00 = 0,00 > 50 > 350

RETIRADA 5 0,00 £ 0,00 21,14 £ 6,09 9.15+1,80
RETIRADA 10 0,00 £ 0,00 3,36 £ 0,66 2,08+1,11
RETIRADA 15 0,00 + 0,00 0,60 0,60 0,00 £ 0,00

RETIRADA 20 0,00 + 0,00 0,66 £+ 0,40 0,00 = 0,00
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clenbuterel + dexametasona (M)



Morfometria hepdtica Resultados

MORFOMETRIA HEPATICA

Grafica n° 8: Histograma que representa el tamafio de los hepatocitos de los animales
tratados con clenbuterol (1 mg/kg) y el de los controles. Se aprecia una disminucién
en el tamafio de los hepatocitos de los tratados con clenbuterol, respecto a los

controles.
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Estructura y ultraestructura hepdticas Resultados

Fotografia 1:

Fotografia 2:

Fotografia 3:

Fotografia 4:

ESTRUCTURA Y ULTRAESTRUCTURA HEPATICAS

Aspecto histologico del higado de una rata Long-Evans prepiber tratada con
clenbuterol (1mg/Kg) en el comienzo del periodo de supresion. Se puede
observar normalidad completa en sus estructuras, apreciandose la tipica
disposicion radial de los hepatocitos, conductos biliares y venas centrales. La

técnica de tincidn empleada es Hematoxilina-Eosina. (Ob. 200x).

Microfotografia de una seccion del higado de una rata prepuber tratada con
clenbuterol, transcurridos diez dias de la retirada (Ob. 100x) tefiido con HE.
Se aprecia con mayor detalle la disposicion radial de los hepatocitos. Al no
existir tabiques de tejido conjuntivo, la diferenciacion lobular no es tan clara
como en otras especies, pero ello es caracteristico en la rata. Como podemos
observar, no existen lesiones, lo que es indicativo de que el clenbuterol, en

principio, no altera la morfologia hepatica.

Muestra una seccion del higado de una rata Long-Evans adulta tratada con
clenbuterol a una dosis de 1mg/kg, en el dia cero de la retirada del tratamiento.
Se pueden apreciar en detalle conductos biliares, vena centrolobulillar y
espacios porta cuya integridad histoldgica esta intacta. Tincién empleada HE.
(Ob. 200x.).

Podemos observar el higado de una rata Long-Evans adulta tratada con
clenbuterol (1mg/kg) a los diez dias de la retirada del tratamiento. Se aprecian
signos evidentes de regeneracion hepética destacando la presencia de
hepatocitos binucleados de distinta morfologia y tamafic, mayor activacion de
las células de Kuppfer, pero en ninglin caso son indicativos de alteracion

hepatica. Tincion HE. (Ob. 10x).
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Fotografias 5y 6:  Muestran el higado de una rata Long-Evans tratada con la asociacién
de clenbuterol y dexametasona, en el dia cero de la retirada, a distintos
aumentos (Ob. 50x y 10x, respectivamente). Persiste la normalidad
estructural, destacando la presencia de conductos biliares, espacio
porta, vena central, células de Kuppfer y disposicion radial de los

hepatocitos. La técnica de tincién empleada es Hematoxilina-Eosina.

Fotografia 7: Muestra el aspecto ultraestructural de los hepatocitos de una rata Long-Evans
adulta tratada con clenbuterol (1mg/kg). Se puede apreciar con claridad dos
niicleos voluminosos, nucleolos, mitocondrias, reticulo endoplasmico rugoso

y particulas de glucdgeno.

Fotografia 8: Se distinguen con mayor detalle, todas las estructuras sefialadas en la fotografia
7.
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Determinaciones hormonales Resultados

DETERMINACIONES HORMONALES

INSULINA

Grifica 9 y Tabla 8: Aparecen representadas las concentraciones plasmdticas (media + esm)
de insulina en los animales preptberes sometidos al tratamiento con clenbuterol. Estan
expresadas en U/L. Se aprecia desde la primera toma de sangre (T-1) una elevacion
progresiva (p< 0,001) de las concentraciones plasmaticas de insulina hasta alcanzar los
maximos niveles en la 5* semana de tratamiento (T-5). En la sexta semana, que es
cuando finaliza la pubertad, ios niveles de insulina presentan una disminucion,
estadisticamente significativa (p< 0,01). Este descenso persiste durante la séptima
semana, momento a partir del cual, y coincidiendo con el comienzo del periodo de
supresion, se producen alternativamente, elevacion y descenso de dichos niveles, en los
animales tratados, pero que carecen de significacion estadistica (p > 0,05) hasta
transcurridos diez dias de la retirada (R-10) en que comienzan a equipararse a los

controles, para igualarse definitivamente al finalizar el periodo de supresion (R-20).
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Tabla 8.-

Concentraciones plasmaticas (media + E.S.M.) de insulina (U/L) en los

animales prepiberes.

e -

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

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
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Gréfica 9.- Concentraciones plasmaticas de insulina (1J/L) en animales prepiberes corroles (M) y tratados con
clenbuterol ().




Determinaciones hormonales Resultados

GLUCOCORTICOIDES

Grafica 10 y Tabla 9: Muestran las concentraciones plasmaticas de corticosterona (ng/ml)
(media = esm) en los animales prepuberes sometidos al tratamiento con clenbuterol,
Se produce una elevacion, estadisticamente significativa, en los animales tratados,
desde la primera semana (p< 0,05) hasta la finalizacién del tratamiento (p< 0,001),
reflejada en la T-7. Las maximas concentraciones de corticosterona se alcanzan a la
quinta semana del mismo (T-5) (p< 0,001). En el momento de la retirada (R-0), se
produce una caida brusca de dichas concentraciones, equiparandose a las de los

controles.

Grifica 11 y Tabla 10: Reflejan las concentraciones plasmaticas de corticosterona (ng/ml)
{media -+ esm) tanto en los animales prepuberes como en los adultos sometidos a los
distintos tratamientos. Se puede observar que, a partir de la segunda semana (T-2) se
produce una elevacion de dichas concentraciones, estadisticamente significativa (p<
0,001), en todos los grupos con respecto al grupo control, persistiendo hasta

transcurridos cinco dias (R-5) de la retirada del tratamiento.

Grafica 11a: Representan las concentraciones plasmaticas de corticosterona (ng/ml) (media
+ esm) de los animales adultos sometidos a los tratamientos con clenbuterol, o
asoctado éste a la dexametasona, durante el periodo de retirada. Se produce una
elevacion de los niveles de corticosterona, estadisticamente significativa (p< 0,01),
durante los S primeros dias de la retirada. A partir de entonces (R-10) se igualan las
concentraciones de corticosterona a las de los controles, tanto en el grupo tratado con

clenbuterol, como en ¢l de 1a asociacion de éste a la dexametasona.

Grafica 12 y Tabla 11: Muestran las concentraciones de cortisol (ng/ml) (media + esm) en
animales preptberes tratados con clenbuterol. Desde la primera semana de tratamiento,
se produce una elevacion de las mismas, estadisticamente significativa (p< 0,001). A

partir de T-6 (finaliza la pubertad) descienden los niveles (p< 0,01), aunque en el dia
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de la retirada, se produce una brusca elevacion (p< 0,001), que va remitiendo a los

cinco dias (p< 0,01), hasta igualarse a los controles.

Grafica 13 y Tabla 14: Indican las concentraciones plasmaticas (ng/ml) (media + esm) de
cortisol en animales prepiberes y adultos en los distintos tratamientos. Es de destacar,
a partir de la primera semana (T-1) una elevacion de dichas concentraciones, con un
alto nivel de significacion estadistica {p< 0,001). Como en el caso de la corticosterona,
esta elevacion se mantiene incluso tras el periodo de retirada (R-5). A partir de
entonces (R-10), se igualan los valores plasmiticos de cortisol a los de los controles,

en todos los grupos.

Grafica 13a: Se ven reflejadas las concentraciones plasmaticas de cortisol (ng/mi) (media +
esm) de Jos animales adultos en los periodos de retirada y sometidos a los tratamientos
de clenbuterol s6lo y asociado al corticoide dexametasona. Se observa una elevacion
de dichos niveles en los primeros cinco dias de la retirada del tratamiento con
significacion estadistica intergrupos (p< 0,01). En la R-0 los grupos tratados son
estadisticamente significativos respecto al control, pero no entre ellos, alcanzando
mayores concentraciones los animales tratados con clenbuterol exclusivamente. Sin
embargo, a los cinco dias (R-5) se pueden apreciar diferencias en los tres grupos entre
si (p< 0,01), produciéndose el fendmeno inverso, ya que el grupo tratado con
dexametasona y clenbuterol alcanza unas concentraciones muy superiores a las del
grupo tratado con clenbuterol. A partir del dia 10 (R-10), los niveles, en ambos grupos
descienden y se igualan a los de los controles, permaneciendo asi hasta el final de la

experimentacion.,
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Tabla 9.-

Concentraciones plasmaticas (media £ E.S.M.) de corticosterona (ng/ml)

en los animales prepuberes.

241,36 + 12,12
244,43 + 18,43
255,68 + 16,70
240,26 £ 11,90
261,37+ 12,84
230,33 £ 12,67
200,60 + 14,82
243,38 +£ 14,83
240,91 + 13,86
259,75 £ 11,87
265,23 £ 13,45
283,47+ 16,36
264,54 £ 10,23

247,56 £ 18,45
350,06 = 17,95
305,30 + 16,28
337,99 £ 18,29
390,26 + 18,61
458,74 £ 17,75
362,76 £ 11,28
360,60 + 16,14
255,77+ 16,93
275,21 £ 14,76
280,52 +£ 10,21
284,79 + 15,54
278,56 £ 9,12
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Gréfiea 10.- Concentraciones plasmaticas de corticosterona (ng/ml) en animales prepuberes conrroles (M) y tratados
con clenbuterol ()



Tabla 10.-

Concentraciones plasmaticas (media + E.S.M.) de corficosterona (ng/ml)

en los diferentes tratamientos en animales adultos.

R-10
R-15
R-20

229.86 + 37,16
232,10+ 23,78
215,36 + 6,63

214,31 £ 13,06
189,26 + 18,79
195,08 + 29,08
197,21 + 23,25
201,92 £ 13,98
204,36 + 12,35
198,18 + 14,56
210,34 £ 21,46
242,09 + 14,14
251,55 + 8,49

288,25 + 20,59
323,89 + 29,72
446,65 + 30,46
469,34 + 34,24
423,30 + 20,97
439,38 + 16,25
498,11 + 35,68
429,29 + 21,26
380,86 + 34,44
380,54 £ 25,67
249,26 + 82,36
280,45 + 58,97
261,23 + 19,28

498,11 + 35,68
408,43 + 32,45
391,46 + 36,30
432,38 + 37,86
184,73 £ 41,17
190,21 + 11,54
217,29 + 34,62
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Grafica 11.- Concentraciones plasmaticas de corticosterona (ng/ml) en los animales prepuberes y adultos en los
distintos tratamientos: control (M), clenbuterol (M), clenbuterol « dexametasona (W) y prepuberes (M)
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Tabla 11.-  Concentraciones plasmaticas (media + E.S.M.) de cortisol (ng/ml) en los

animales prepiberes.

R-10
R-15
R-20

4,60 £ 0,34
5,48 £ 0,35
4,68 + 0,45
5,32+0,52
4,78 £ 0,40
4,16 £ 0,15
4,95+ 0,63
5,22+ 041
6,44 + 0,36
5,70 £ 0,48
4,36 + 0,60
5,48 + 0,63
4,84 + 0,34

Clenbuterol

4,94 + 0,38
10,57 + 0,41
11,45+ 0,68
10,79 + 0,89
11,23 0,87
9,61 + 0,65
8,96 + 0,57
7,55+0,13
12,82 + 0,50
8,48 4+ 0,54
5,15+043
5,88 £ 0,50
4,83 + 0,54
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Grifica 12.- Concentraciones plasmaticas de cortisol (ng/ml) en animales prepuberes: control (W), clenbuterol (W)



Tabla 12.-  Concentraciones plasmaticas (media + E.S.M.) de cortisol (ng/ml) en los

diferentes tratamientos en animales adultos.

Control

Clenbuterol
Dexametasona
TO 5,20 £ 0,40 5,85 £ 0,55
T1 4,52 + 0,38 6,54 £ 0,94
T2 5,22+ 0,53 8,95+ 0,53
T3 5,62 £0,59 9,09 £ 0,74
T4 5,31 £0,57 9,28 +£0,93
TS5 5,14 + 0,47 9,67 + 0,79
T6 4,24 + 0,43 9,26 + 0,55 9,26 + 0,55
T7 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-10 4,66 + 0,99 483+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
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ESTEROIDES GONADALES

Grifica 14 y Tabla 13: En esta grafica aparecen representadas las concentraciones
plasmaticas de progesterona (ng/mi) {(media + esm) en los diferentes tratamientos a los
que han sido sometidos los animales. En los animales tratados con clenbuterol
(Img/kg), se produce un descenso de los niveles de progesterona con respecto a los
controles, a partir de la 1* semana de tratamiento (p< 0,05), manteniéndose esta
disminucion durante toda la fase experimental, y cuyo mayor grado de significacién
estadistica (p< 0,001) se alcanza entre la 4° (T-4) y 6* (T-6) semanas de tratamiento.
A partir del periodo de supresion, los animales experimentan una recuperacion y
comienzan a elevarse progresivamente dichas concentraciones hasta alcanzar las de los

controles.

Con respecto al grupo tratado con la asociacion de clenbuterol y
dexametasona, los niveles de progesterona, son ligeramente superiores a los del grupo
control y al tratado con clenbuterol sélo, pero careciendo de significacion estadistica
(p> 0,05). A los cinco dias (R-5), se produce un espectacular incremento de los niveles
de progesterona (p< 0,05) para, posteriormente, descender e igualarse a los de los
controles, y ascender, luego, el ultimo dia de la retirada (R-20), llegando a ser

significativo (p< 0,05), con respecto al grupo control.

Grafica 14-a: Indica con mayor detalle las concentraciones plasmaticas de progesterona
(ng/ml) (media + esm) en los tres grupos (control, tratado con clenbuterol y tratado
con clenbuterol + dexametasona). A los cinco dias de haber finalizado el tratamiento,
el grupo sometido a la asociacion de clenbuterol y dexametasona muestra unas
concentraciones mas elevadas, con respecto al grupo tratado con clenbuterol y al
control (p< 0,05). Posteriormente, disminuyen los niveles de progesterona, para
ascender nuevamente a los 20 dias del periodo de supresion (R-20), siendo
estadisticamente significativas dichas concentraciones (p< 0,05), Gnicamente con

respecto al grupo control.
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Graficas 15, 15-a y Tabla 14: Los resultados de las concentraciones plasmaticas de 178-
estradiol, en los distintos tratamientos, aparecen representados en las graficas 15 y 15-
a. Estan expresados en pg/ml {(media + esm). En el grupo tratado con clenbuterol, se
produce una elevacion de las concentraciones de 178-estradiol a partir de la 4° semana
de tratamiento (p< 0,001), manteniéndose en esos niveles hasta el periodo de retirada
(R-0) en que alcanzan las mayores diferencias, con respecto al grupo control. A partir
de ese momento, se produce una caida brusca (p< 0,001), hasta que han transcurrido
15 dias del periodo de supresion (R-15), con una significacion p< 0,05. En los ultimos
cinco dias se igualan las concentraciones de ambos grupos (control y tratados con
clenbuterol). Los animales tratados con la asociacion de clenbuterol y dexametasona
mantienen la tonica del grupo anterior, en el sentido de la elevacion de los niveles de
17B-estradiol, aunque al contrario que sucede con el grupo tratado con clenbuterol, si
bien se producen disminuciones estadisticamente significativas (p< 0,001) en las
retiradas S (R-5) y 10 (R-10), a partir de ese momento, se elevan espectacularmente
(p< 0,001) dichas concentraciones hasta la finalizacion de la fase experimental, 20 dias

después de concluido el tratamiento.

Grificas 16, 16-a y Tabla 15: Muestran las concentraciones plasmaticas de androstenodiona
(ng/ml) (media + esm) de los animales tratados con clenbuterol y con clenbuterol
asociado a la dexametasona. En el grupo tratado con clenbuterol, se observa un ligero
aumento de los niveles de androstenodiona, que carece de significacion estadistica (p>
0,05), hasta la ultima semana de tratamiento (T-7), en que se distancia del control y se
aprecian diferencias entre ambos grupos (p< 0,05). Durante el periodo de retirada, no
se observan diferencias entre el grupo control y el tratado. En cuanto al grupo tratado
con clenbuterol y dexametasona, es de destacar una disminucidn de las concentraciones
de androstenodiona {p< 0,01) con respecto a ambos grupos (control y tratado con
clenbuterol), a los 10 dias de la retirada del tratamiento. Esta disminucion, aunque no

tan acusada, persiste hasta la conclusion del mismo.
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Tabla 13.-  Concentraciones plasmiticas (media + E.S.M.) de progesterona (ng/ml) en

los diferentes tratamientos en animales adultos.

Control Clenbuterol Clenbuterol +

Dexametasona

T0
T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
R-0
R-5
R-10
R-15
R-20

15,78 £2,45
20,37+ 2,13
10,58 + 1,34
13,52 £ 2,05
15,98 + 2,07
15,41 £ 1,36
13,86 + 2,42
12,46 +£ 1,72
11,10+ 1,27
10,52 £ 0,38
9,96 + 0,14

11,88 + 0,20
12,46 + 1,01

14,16 £2,78
16,47 2,17
6,34 + 0,43
10,03 0,78
6,47 + 0,84
7,55 + 1,06
6,07+ 1,09
8,44 £ 1,49
9,02+1,38
9,29 & 2,49
8,77 + 0,56
9,35 + 0,46
11,46 + 0,99

6,07 + 1,09
9,32 +£2,02
12,64 + 0,68
17,19 £ 4,62
8,04 £2.26
9,80 + 3,02
14,99 £ 3.85
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Grifica 14.- Concentraciones plasmaticas de progesterona (ng/ml) en animales adultos en los distintos tratamientos:

control (), clenbuterol (M) y clenbuterol + dexametasona (W)
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Grifica 14a.- Concentraciones plasmaticas de progesterona (ng/ml) en animales adultos durante ¢l periodo de
supresion en los distintos tratamientos: control (M), clenbuterol (M) y clenbuterol
dexametasona ()



Tabla 14.-  Concentraciones plasmaticas (media + E.S.M.) de I 7g-estradiof (pg/ml) en

los diferentes tratamientos en animales adultos.

Cle bterol

TO 45,15+ 10,13 51,64+ 9,24

TI1 58,24 + 12,68 19,62 + 2,81

T2 39,76 £ 9.91 13,70 £ 3,57

T3 38,59 £ 3,79 15,91 + 5,89

T4 32,55+£2.25 178,59 + 36,94

T5 31,24 + 8,86 158,15+ 57,13

T6 33,07+ 13,10 158,24 + 35,64 158,24 + 35,64
T7 38,50 £ 16,94 152,07 + 49,91 197,65 + 32,98
R-0 4542 + 11,11 359,59 + 52,76 225,57 £ 28,57
R-5 32,56 + 10,42 245,62 + 42,65 280,82 + 40,33
R-10 33,86 + 12,08 142,33 + 22,46 173,82 £ 31,38
R-15 24,35 + 8,64 08,46 + 14,77 219,13 £ 47,25
R-20 38,74 £ 9,79 65,54 £ 12,41 273,31+ 33,78
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Grifica 15.- Concentraciones plasmaticas de 178-estradiol (pg/ml) en animales adultos en los distintos tratamientos:

R TN PR T TR T L, Tar e e e TR e S L
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 R-0 R-5 R-10R-15R-20

control (M), clenbuterol (W) v clenbuterol — dexametasona (W),



- b
Zontrol
400 - E Clenbuterol
7 Clen + Dexame
E
oo
= 1§
o
O
o
&
U
i
RETIRADA 0 RETIRADA 5 RETIRADA 10 RETIRADA 15 RETIRADA 20
Distintos superindices ndican dilerencias ectadisticementa s gnilisativas [p=s 0,01

Grifica 15a.- Concentraciones plasmaticas de 178-estradiol (pg/ml) en animales adultos durante el periodo de
supresion en los distintos tratamientos: conrrol (M), clenbuterol (M) v clenbuterol —
dexametasona (H).



Tabla 15.-

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

(ng/ml) en los diferentes tratamientos en animales adultos.

TO
T1
T2
T3
T4
TS
T6
T7
R-0
R-5
R-10
R-15
R-20

0,82+ 0,23
0,56 £ 0,07
0,45 + 0,07
0,73 = 0,07
0,81 0,11
0,83 = 0,07
0,66 + 0,13
0,57 + 0,06
0,75 £ 0,01
0,73 £ 0,01
0,78 £ 0,07
0.37 + 0,06
0,31 £ 0,02

0,79 + 0,09
0,78 +£ 0,08
0,65 + 0,05
0,83 £ 0,17
0,89 + 0,06
0,86+ 0,11
0,87 £ 0,07
0,84 + 0,06
0,88 + 0,10
0,78 +: 0,08
0,83 £+ 0,06
0,69 + 0,05
0,39 + 0,06

0,87 £ 0,07
0,72 £ 0,08
0,65 + 0,09
0,56 + 0,09
0,42 £ 0,07
0,53 + 0,11
0,42 + 0,05
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Grifica 16.- Concentraciones plasmaéticas de androstenodiona (ng/ml) en amimales adultos en los distintos

tratamientos: control (W), clentuterol (W) y clenbuterol — dexametasona ().
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Griifica 16a.- Concentraciones plasmaticas de androstenodiona (ng/ml) en animales adulios durante &l periodo
de supresién en los distintos tratamientos: confrol (M), clenburerol (M) y clenbuterol 1
dexametasona (l).
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Ganancia de peso corporal Discusion

GANANCIA DE PESO CORPORAL

El peso corporal, y en especial, el incremento de éste, constituye un factor
importantisimo a Ia hora de evaluar la accidén promotora del crecimiento del beta-agonista

clenbuterol, tanto si se administra independientemente o asociado a la dexametasona.

Se ha comprobado que el aumento de peso tras el tratamiento con un B-agonista como
el clenbuterol, se produce por un incremento en la sintesis proteica, debido a un marcado
incremento de la concentracion de AMPc (Choo et al., 1992). Diversos autores, sugieren que
la mayor ganancia de peso tras la administracion de clenbuterol, se obtiene en animales que
tengan mas o menos un afio de edad, en el caso de los animales de abasto. La variabilidad de
los resultados obtenidos en los distintos trabajos experimentales, revisados en la bibliografia,
puede deberse a muchos factores como por ejemplo, la especie, edad de los animales, dosis,

férmula de medicacion o duracion de la misma (Elliot et al., 1993).

Se ha elegido la rata para llevar a cabo nuestra experimentacion, porque se trata de un
animal muy util y valioso, en primer lugar, debido a su bajo coste inicial y necesidad de pocos
requerimientos alimenticios y por constituir una especie cuyo crecimiento y respuesta frente
a los diversos tratamientos aplicados, son extraordinariamente rapidos (Eggum y Beames,
1986). Ademas, la simplicidad de la evaluacion de su composicion corporal, unido al hecho
de que se pueden utilizar un niimero suficiente de animales, para satisfacer las demandas de
un disefio experimental e interpretacion estadistica de los resultados obtenidos, nos permiten
asimismo, crear biomodelos ttiles en estudios del empleo de anabolizantes, especialmente
agonistas f3-adrenérgicos, como ¢l clenbuterol (Proyecto de la Comunidad Autéonoma de
Madrid, 1996).

Ya que en nuestro caso, puede existir gran diversidad de resultados, entre otras razones
por la especie elegida, la rata, orientaremos nuestra discusion alrededor de cuatro puntos

fundamentales:
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= edad de los animales

E via de administracién y dosis empleada

=3 sexo de los animales

4 tipo y duracién del tratamiento

Los resultados obtenidos en nuestra experimentacion, muestran un claro incremento
del peso corporal. Dicha ganancia se estabiliza al cabo del tiempo, en todos los grupos
tratados, bien con clenbuterol (en animales prépuberes y adultos) o asociado a dexametasona,

como se puede apreciar claramente en las graficas 1,2 y 3.

v Edad de los animales

Elegimos utilizar grupos de animales de distinta edad (prepuberes y adultos), para ver
cOmo repercutia el tratamiento con clenbuterol en animales que comenzaron la fase
experimental siendo prepuberes y la terminaron siendo adultos, y los que directamente la
iniciaron siendo adultos. Ello nos permitiria observar las posibles diferencias que
encontrasemos y comprender mejor el efecto que tiene la edad de un animal, cuando s¢ le

aplican tratamientos que estimulen su crecimiento.

En primer lugar vamos a analizar la variacion de los pesos en funcién de la edad de los
animales, centrando nuestra discusion sobre los animales prepiaberes. Nuestros resultados
muestran que, en los animales tratados, se produce una ganancia de peso desde el inicio de la
fase experimental, muy similar a los de los animales utilizados como controles, hasta Ia sexta
semana en que el lote tratado incrementa considerablemente el peso corporal, con respecto al
control (p<0,05), una vez alcanzados los 200-250 g de peso, que ademas coincide con la

finalizacién de la pubertad, momento a partir del cual, comienza el periodo de retirada,
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resaltando de nuevo la ganancia de los animales tratados, con respecto a los controles, y
comenzando una regularizacion de la misma hacia la octava semana, donde el incremento es
menor, aunque continia persistiendo, de acuerdo a los resultados obtenidos por McElligot et
al. (1989), que sirven para demostrar que el efecto del clenbuterol, en cuanto a ganancia de
peso se refiere, es un proceso dinamico, que remite en el momento que se produce lo que
podemos denominar como "acostumbramiento” al fairmaco, y ya no se produce ganancia, sino

estabilizacion de los pesos.

Se han sugerido varias posibilidades relativas a que los -agonistas ¢jerzan un escaso
efecto en animales jovenes. Este hecho puede ser debido a la variacion de la regulacién de los
receptores B-adrenérgicos, antes y después de la pubertad y también, dependiendo del sexo del
animal, alterandose la respuesta, bien aumentando o disminuyendo la misma (Fiems, 1987). Las
propiedades farmacodindmicas pueden ser diversas, a distintas edades. Si la absorciéon y el
metabolismo difieren dentro de una especie, entre animales jovenes y viejos, entonces la
respuesta a [a dosis, puede ser o demasiado alta o demasiado baja en animales jovenes. Quiza
el nimero de receptores a edades jovenes seca demasiado bajo. En este sentido, Lai ef al.
(1981) demostraron que el numero de receptores se incrementa en un 60-70% mediante la
diferenciacién de preadipocitos en adipocitos. Smith y Clark (1980) no encontraron ninguna
diferencia en el nimero de receptores B-adrenérgicos del misculo esquelético en conejos
recién nacidos y de 8 semanas, ni tampoco en la localizacion de dichos receptores. Otra
hipétesis, con respecto a la efectividad del clenbuterol dependiendo de la edad, es la alteracion
del estado endocrino (Beerman et al., 1987). Quizé en los animales adultos un incremento del
efecto de los B-agonistas pueda ser debido a una menor secrecion de la hormona del
crecimiento. De hecho, se ha demostrado una disminucion de la concentracién plasmatica de
la hormona del crecimiento en el ganado vacuno (Joakimsen y Blom, 1976), corderos (Johnson
et al., 1985) y cerdos (Machlin, 1972).

A diferencia de Lai ef al., (1981), que encuentran una mayor respuesta en animales
jovenes tratados, nuestros resultados indican que esta reactividad es menor, y que ésta aumenta

a partir del momento en que cesa la pubertad, o que el animal es aduito como se aprecia en la
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grafican” 1 en la que como vemos, durante y después de la pubertad, aparecen las diferencias

estadisticamente significativas (p< 0,05).

Con respecto a otras especies, como las aves, autores como Buyse er al., (1991} v
Takahashi et al., (1993) sostienen que la ganancia de peso es independiente de la edad del
animal, tras el tratamiento con clenbuterol, jugando un papel mas importante otros factores

como el sexo, localizacion de la grasa o duracion del tratamiento.

En la gréfica n® 2 podemos observar un progresivo aumento del peso corporal en los
animales adultos, desde el comienzo de la fase experimental, que alcanza sus mayores niveles
de significacion estadistica (p< 0,01) desde la tercera semana de tratamiento, hasta el periodo
de retirada (R-0), momento a partir del cual, a los cinco dias, se produce un descenso con
posterior equiparacion de los pesos a los animales controles, que se realiza gradualmente a los
5 (R-5), 10 (R-10) y 15 (R-15) dias del periodo de supresion. A los veinte dias, ya estan
praticamente igualados a los controles. Hemos de destacar, que durante el periodo de
supresion del tratamiento, la evolucién en cuanto a ganancia de peso sc¢ refiere, es
practicamente paralela en los animales control y los tratados, y por ello no se observan

diferencias estadisticamente significativas (p> 0,05).

Coincidiendo con los resultados obtenidos en nuestra experimentaciéon con animales
adultos, Chance et al. (1991) han demostrado que los efectos anabolicos del clenbuterol
aparecen en rafas, a las tres semanas de tratamiento, al igual que Martineau ef al. (1993), con

un indice de significacién de p< 0,05, en ese mismo periodo de tiempo.

También podemos deducir, que el clenbuterol proporciona una utilizacién mas eficaz
del alimento sin que lleve emparejado un aumento en el consumo de comida, como ya
demostrara McElligot e af., (1989) cuantificando la misma, o en el caso de nuestros animales,
sometidos a un régimen de comida ad [ibitum, cuyos incrementos de peso y de acuerdo con
Cardoso y Stock, (1998), son francamente espectaculares, tal y como reflejan los resultados

obtenidos en nuestra experimentacion, a partir de la tercera semana de tratamiento, reforzando
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ain mas la eficacia que este compuesto ejerce como promotor del crecimiento.

Por otro lado, podemos comprobar como, inicamente durante la primera semana, los
animales tratados no ganan peso sino que lo pierden, posiblemente debido al efecto
anoréxigeno producido por el clenbuterol durante la fase inicial. A partir de la segunda semana,
la tendencia general, consiste en una mayor ganancia de peso, por parte de los animales
tratados, que contintia progresivamente hasta alcanzar el maximo incremento a la sexta semana
de tratamiento, momento a partir del cual se produce una estabilizacion en dicha ganancia. Lo
mismo sucede en los animales tratados con la asociacion de clenbuterol y dexametasona,
aungue en éstos se observa una persistencia, estadisticamente significativa (p< 0,01) durante

el periodo de retirada.

& Via de administracion y dosis empleada

La dosis empleada y via de administracién son de vital importancia. En este sentido hay
cierta uniformidad de criterios. Un hecho importante, a tener en cuenta, es que la respuesta del
animal puede variar considerablemente dependiendo de la via de administracion y también del
tiempo que haya transcurrido desde la administracion de dicha sustancia. Es decir, no se
alcanzara el mismo nivel proteico ¢l 4° que el 10° dia de la administracion del agonista, ni
tampoco si se administra por via oral o intramuscular; por ejemplo, una medida realizada
después de varias semanas de tratamiento puede ser indicativa, inicamente, de un periodo de
adaptacion a la droga (Cartaiia er al, 1994). Los resultados obtenidos en nuestra
experimentacion muestran que el tratamiento con clenbuterol comienza a ser realmente

efectivo a partir de la tercera semana de tratamiento (grafica n° 2).

La via de administracion elegida por nosotros, fue la oral; en principio por reducir al
maximo el estrés que toda manipulacion de un animal de laboratorio lleva implicita (Illera,
1995), y con ello la posible alteracién de los resultados esperados, y posteriormente por la
mayor efectividad que suponia esta via. De la misma opinién es Sillence ef al., (1991), que

ademds demuestra en trabajos posteriores (Sillence et al., 1995) que, tratando por via oral a
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ratas (tanto si estan enteras como castradas), no existen diferencias considerables en cuanto
a ganancia de peso se refiere, en ambos grupos. Por el contrario, otros autores, como
MacLennan y Edwards, {1989), observaron, en ratas Wistar hembras, que a menor dosis y por
via subcuténea se duplica la ganancia de peso en el mismo periodo de tiempo. Moore ef al.,
(1994) destacan que Ia administracion oral, a dosis muy altas, produce incrementos de pesos,
relativamente bajos. Nebbia ef al, (1991) sostienen que, por via intramuscular, la ganancia de
peso es mayor a medida que aumenta la dosis del B-agonista, demostrandolo en trabajos
realizados en ratas Sprague-Dawley hembras. Sin embargo, Re et al.,(1993) comprobaron que,
a la misma dosis, la ganancia de peso es la misma, tanto si se administra el clenbuterol por via

oral, como intramuscular.

Sin embargo, Pullar y Webster, (1977) observaron que al aplicar dosis muy elevadas
por via oral, no sélo no se produce ganancia, sino que incluso llega a producirse una pérdida
de peso considerable. En nuestro caso la pérdida de peso no es tan grande, quiza debido a que
la estirpe empleada por nosotros es distinta (Long-Evans en nuestro caso, Hodded Lister por
aquellos autores) y la duracion del tratamiento mayor (45 dias, frente a los quince empleados
por Pullar y Webster). Por otra parte, la reactividad frente al clenbuterol también depende de
la estirpe del animal. Asi, se¢ ha observado que las ratas Wistar presentan una menor reactividad

frente a los efectos producidos por el clenbuterol que las Hodded Lister (MacLennan y
Edwards, 1989).

En la rata también se ha confirmado la accion promotora del crecimiento cuando se
administra durante un largo periodo de tiempo a dosis elevadas. En otras especies, el
incremento de la ganancia de peso podria ser atribuido a los efectos de reparto del clenbuterol
como lo demuestra la mejora que experimenta la calidad de la canal, al menos
macroscopicamente (Portillo et al.,1988; Re ef al.,1993). Por el contrario, otros autores
sostienen que los efectos anabolicos del clenbuterol experimentados en modelos animales, son

més evidentes y significativos a dosis mas bajas (Carter y Lynch, 1994b).

Algunos autores (Choo ef al., 1992) han comprobado que el efecto anabdlico en la rata
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aparece muy rapidamente ya que, con tan sdlo dos dias de tratamiento se observan cambios
en el peso, persistiendo su accién durante 10 dias y descendiendo ligeramente, a pesar de una
exposicion continuada frente a este farmaco. Nuestros resultados indican la variacién semanal
de los pesos y no apreciamos descenso, sino estabilizacion de los mismos a partir de los quince
dias de experimentacion, estando sometidos durante mas tiempo al tratamiento, en base a lo
cual podemos justificar estas diferencias, ya que en ¢l caso de los autores citados se trata de
machos sometidos a una dosis de 25 mg/kg durante 5 dias (en la comida) y a nuestros animales
(hembras) se les administrd una dosis considerablemente menor (1mg/kg) durante 45 dias,
aunque este efecto puede estar relacionado con la diferencia que existe entre sexos, como
veremos mas adelante, Por otra parte es de sobra conocido que a elevadas dosis, se produce
un bloqueo de los receptores que conduce a un fenémeno de retrofuncionalidad negativa sobre
el eje hipotdlamo-hipofisario, de tal manera que los receptores no son estimulados y tiene lugar
la estabilizacion de los pesos en fugar de un incremento (Smith, 1998).

o’ Sexo de los animales

Se ha especulado que las hormonas sexuales estdn implicadas en la regulacion de los
receptores B-adrenérgicos, por lo que puede que el efecto de los B-agonistas sea diferente
antes y después de la aparicion de la pubertad y entre machos y hembras. Aunque el efecto del
sexo no estd claramente demostrado en roedores, en otras especies se ha comprobado que
existen diferencias. Asi por ejemplo, en aves el clenbuterol, reduce la grasa e incrementa las
proteinas de la canal finicamente en hembras (Darymple et al., 1984). En cerdos, la ganancia
se redujo en los castrados que recibieron 1 ppm, pero no en cerdas jovenes (Ricks et al., 1984;
Fiems, 1987).

v Tipo de tratamiento
En la siguiente tabla resumimos los resultados observados en cuanto a ganancia de peso
(expresada en gramos) se refiere, por distintos autores, en hembras de distintas especies y

estirpes sometidas a distintos tipos de tratamiento:
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Pullar, 1977 (H.Lister)
Pullar, 1977 (H.Lister)
Pullar, 1977 (H.Lister)
Pullar, 1977 (H.Lister)
MacLennan, 1989( Wist)
MacLennan, 1989(Wist)
Muramutsu, 1990(Aves)
Buyse, 1991 (Aves)
Buyse, 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(8.Daw)
Nebbia, 1991(5.Daw)
Nebbia, 1991(S.Daw)
Sillence, 1991 (Wistar)
Re, 1993 (S.Dawley)
Re, 1993 (S.Dawley)
Re, 1993 (S.Dawley)
Re, 1993 (8.Dawley)
Re, 1993 (S.Dawley)
Takahashi, 1993 (Aves)
Moare, 1994 (Wistar)
Moore, 1994 {Wistar)
Moore, 1994 (Wistar)
Sillence, 1995 (Wistar)
Sillence, 1995(W .castr)

36+ 1
36+ 1
36+ 1
36+ 1
20+3
18+5
302+ 4
282+ 9
282+ 9
282+9
91617
916+17
916+17
1.7+.02
1.7+.02
1.7+£.02
22.1+1
22.1x1
22.1+1
2.630.2
41+ 0.6
41+0.2
41+0.2
41+0.2
41+0.6
579+15
36+2
36+2
36+2
1.1+£.29
1.7+£.29

0.1mg/kg/15d

1 mg/kg/15d
10mg/kg/15d
50mg/kg/15d

2 mg/kg/1d
0,12mg/kg/7d
0,25mg/kg/21
0.42 ppm/42d
0.42ppm/28d
0.42 ppm/14d
0.42 ppm/42d
0.42 ppm/28d
0.42 ppnv/14d
0.42 ppm/42d
0.42 ppm/28d
0.42 ppm/14d
2.5ug/kg/21d
25 pg/kg/21d/im
50 pg/kg/21d/im
0.2mg/kg/Td/s.c
25 png/kg/21d
2.5pg/kg/21d/im
25 pg/kg/21d/im
50 pg/kg/21d/im
50 ppfke/21 dias
0.33mg/kg/14d

I mg/kg/10 dias
4mgfkg/10 dias
83mg/kg/10 dias
4 mg/kg/8 dias
4 mg/kg/8 dias

512
56+ 1
40 %1
2212
387
36+3
295+ 4
269+ 9.90
277+ 9.90
288 £ 9.90
887+ 17
915+ 17
932+ 17
1.69+ 0.02
1.68+0.02
1.73+£ 0.02
36+3
364
41+ 3
40+03
46+ 1.5
51+1.4
64115
85+0.1
85+ 0.1
590+ 9
53+3
603
54+4
4.1+0.29
5.0+£0.29

Podemos observar las diferencias existentes entre unos autores y otros, con nuestros
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resultados, tras los tratamientos con clenbuterol, en funcién de la dosis, via de administracion,

estirpe animal o duracién del tratamiento.

En cuanto al grupo tratado con la asociacion de clenbuterol y dexametasona (grafica
n° 3) y teniendo en cuenta que la dexametasona fue administrada 10 dias antes de finalizar el
tratamiento con clenbuterol, podemos apreciar que hasta ese momento se¢ produce un
incremento estadisticamente significativo (p< 0,01), de los pesos corporales de los animales,
a partir de la segunda semana manteniendo una evolucion constante hasta la quinta semana,
donde la elevacion es ligeramente superior, coincidiendo con la administracion simultanea del
corticoide. De esta manera, los animales siguen experimentando elevaciones de peso

significativas (p< 0,01), incluso durante todo el transcurso del periodo de retirada del

clenbuterol.

Comparando los resultados obtenidos en este experimento y los del grupo tratado vnica
y exclusivamente con clenbuterol, existe una diferencia importante, ya que en este 1iltimo caso,
hemos de recordar que una vez iniciado el periodo de supresion, se producia un descenso de
los pesos de los animales tratados, y estabilizacion de los mismos, hasta igualarse
practicamente a los controles. Sin embargo, con la asociacion de la dexametasona, no sélo no
pierden, sino que ganan peso durante el periodo de retirada. FEllo pudiera justificarse debido
a que la dexametasona, al ser un glucocorticoide de sintesis, produciria una retencion hidrica,
que pudiera ser la responsable de este hecho, aunque al carecer de efecto mineralocorticoide,
mas bien nos inclinariamos hacia el efecto "permisivo” de los corticoides, siendo lo mas
probable que se manifiesten cambios en la sintesis de proteinas, inducidos por esteroides que,
a su vez, modificardn la capacidad de reaccion de los tejidos, de acuerdo a las caracteristicas

generales de estos compuestos (Goodman y Gilman, 1997).

Por el contrario, para Agbenyega y Wareham, (1991), en estudios realizados en
ratones, seria el clenbuterol ¢l responsable de prevenir la pérdida de proteinas musculares
inducidas por la dexametasona, antagonizando la actividad catabdlica de ésta, y de ahi el hecho

de que no se produzca en el periodo de retirada una disminucion de peso, tan acusada como
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en los dos grupos tratados tnica y exclusivamente con clenbuterol.

Como conclusion, a la discusion relativa a la ganancia de peso corporal, hemos de decir
que el tratamiento con clenbuterol, a dosis superiores a las anabolizantes en roedores, produce
un espectacular incremento del peso, directamente relactonado con la edad de los animales,
via de administracion y duracion del tratamiento. Su asociacion a la dexametasona estimuia
también la ganancia de peso corporal, persistiendo incluso durante el periodo de retirada del
medicamento, probablemente debido a la estimulacién directa del glucocorticoide sobre la

gldndula adrenal.
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EFECTOS SOBRE HIGADO

Nuestra discusion va a centrarse sobre dos apartados diferentes:

= peso del higado

% estudio anatomopatologico del mismo

% Peso del higado

El peso del higado puede proporcionar una informacién muy valiosa a la hora de
establecer la posible toxicidad de un farmaco, tanto en lo que se refiere a su aumento como a
su disminucion, aunque en ocasiones no constituye un parametro que evalie al 100% el grado
de toxicidad (Zimmerman e Ishak ,1997). Asi, si se observa un aumento del peso puede ser
debido a que el higado es un drgano que se hipertrofia rapidamente cuando se incrementa la
demanda fisiologica, y el incremento del peso no tiene por qué ser debido necesariamente a la
accidn toxica de un tratamiento en concreto. Frecuentemente, los resultados procedentes del
examen anatomopatolégico del higado no se corresponden con los procedentes de las pruebas
funcionales hepaticas, siendo en numerosas ocasiones la histologia la que establece el

verdadero grado de lesion celular {Culter, 1974).

En los resultados obtenidos en nuestra experimentacioén, con animales prepuberes
(grafica n° 4), se observa una clara disminucion del peso hepatico de los animales tratados con
clenbuterol, con respecto a los controles (p< 0,01), que se prolonga hasta los quince dias de
la retirada del tratamiento, momento a partir del cual experimentan una manifiesta

recuperacion, igualandose al peso del higado de los animales utilizados como control.
Nebbia et al. (1991) encontraron que el peso del higado en ratas Sprague-Dawley
hembras, sometidas a un tratamiento de 21 dias mediante solucion inyectable de clenbuterol,

se ve reducido. En el caso de nuestros animales, no se manifiesta tanto la disminucion del peso
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hepético con respecto a los controles, como en el caso de Nebbia, salvo en la dltima semana
de tratamiento, en que ya se aprecian diferencias estadisticamente significativas (p< 0,01), pero
ésto se produce justo cuando termina el periodo de la pubertad y los animales ya se hacen
adultos. El hecho de que nuestros resultados no coincidan con los obtenidos por Nebbia, puede
que sea debido a varios factores: en primer lugar los animales utilizados por nosotros eran de
distinta estirpe, Long Evans; por otra parte, los pesos iniciales de los animales eran menores
en nuestro caso, ya que comenzamos con animales de un mes y un dia, es decir, prepuberes
y por tanto en plena fase de crecimiento, lo que justificarfa un incremento natural de dicho
4rgano pero por ambas partes, tanto controles como animales tratados, mientras que este autor
utilizé animales adultos, y por ultimo, la via de administracién es distinta, en nuestro caso la

oral, frente a la parenteral de Nebbia ef al.,(1991).

Sin embargo, cuando estudiamos los resultados obtenidos con los animales adultos
(véase grafica n® 5) observamos una gran disminucion del peso del higado, estadisticamente
significativa (p< 0,01). Esta disminucion es mas pronunciada durante la primera semana de
tratamiento € iria asimismo emparejada a la disminucién del peso corporal total, lo que es
perfectamente justificable, por la influencia negativa que ejerce el clenbuterol sobre el centro
del apetito, de ahi su cardcter anorexigeno descrito por distintos autores como Maltin ef al.,
(1992) o Bates (1991). Al influir el tratamiento con clenbuterol sobre el peso corporal,
provocando una reduccion del mismo (al inicio del tratamiento), es logico pensar, que a nivel

hepatico ocurra lo mismo.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Reeds er al., (1986), quien
también observa una reduccion del peso hepatico, aunque ésta se manifiesta a los 11 dias de
tratamiento. En nuestro caso, cuando tiene lugar la mayor pérdida de peso es en la primera
semana de tratamiento (a los 7 dias), pudiendo atribuir este hecho a la pérdida correlativa de

peso corporal experimentado por los animales en ese periodo de tiempo.

Comparando ambos grupos, prepuberes y adultos, podemos comprobar en los

primeros, como desde el inicio del tratamiento el peso del higado es menor en los animales
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tratados, hasta la cuarta semana, justo en el comienzo de la pubertad, en que se equipara en
ambos casos, control y tratado, para volver a descender hacia la sexta semana, en que los
animales ya son puberes y vuelven a experimentar una caida de peso, alcanzando el mayor
indice de significacion estadistica (p< 0,01) en la ultima semana de tratamiento y el dia de la
retirada del mismo, para ir reduciéndose estas diferencias (p< 0,05) a los 5 y 10 dias de
supresion, equiparandose de nuevo a los diez dias siguientes del periodo de supresion. A la
vista de estos resultados, podemos deducir, que los efectos del clenbuterol sobre el peso del
higado pueden estar directamente relacionados con la edad, ya que como podemos observar
en las graficas 4 y 3, que representan los resultados de los tratamientos de los animales que
empezaron la experimentacion siendo adultos, y sobre todo durante el periodo de retirada,
tienen los mismos niveles de significacion estadistica en los mismos periodos de tiempo que
los prepuberes (p< 0,01), aunque en el caso de los adultos, comienzan a equipararse mas
tempranamente, a partir del dia 10, mientras que en prepuberes esto sucede a partir del 15 de

ia retirada del tratamiento.

Con respecto a los resultados obtenidos, aplicando el tratamiento de la asociacién de
clenbuterol y dexametasona, aparece una disminucién del peso hepatico de los animales
tratados con diferencias estadisticamente significativas (p< 0,01) respecto a los controles y al
grupo de adultos tratados con clenbuterol s6lo, a partir de los 5 dias del periodo de supresion.
Podrfamos afirmar, a la luz de esos resultados, que el grupo tratado con la asociacion del -
agonista y corticoide alcanza unos niveles de reduccion, en cuanto al peso hepético se refiere,
intermedios entre los de los controles y los tratados con clenbuterol tnicamente, quiza debido
a un cierto papel de "enmascaramiento” ejercido por este corticoide. Asi, se puede observar
que durante el periodo de retirada, a los cinco dias, mientras entre ¢l grupo tratado con
clenbuterol solo, las diferencias con respecto a los controles son estadisticamente significativas,
los pesos de los animales tratados con la asociacion de dexametasona, practicamente se igualan
a los controles, hecho, por otra parte, que pone de manifiesto que la recuperacion de estos
animales es mas rapida, una vez suspendido el tratamiento que en el caso de los animales

sometidos tinicamente a la influencia del clenbuterol.
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Hay otros autores que sostienen que lo que se produce realmente es una disminucion

del peso del higado. Mientras en otras especies ésto si esta perfectamente demostrado, en la

rata dicha evidencia no es tan clara, ya que en esas variaciones siempre hay que tener en

cuenta, factores tan importantes como sexo, estirpe, edad del animal, dosis empleada, duracién

del tratamiento o via de administracién, como se refleja en la siguiente tabla, donde hemos

recopilado, los resultados (expresados en gramos) obtenidos por otros autores:

Pullar,1977(S.Dawley-9)
Puliar,1977(S.Dawley ¥)
Pullar,1977(8.Dawley-%)
Pullar,1977(S.Dawley-¢")
Pullar,1977(S.Dawley-o)
Pullar,1977(S.Dawley-d")
Pullar,1977(S.Dawley-c)
Portillo, 1988(Wistarc™)
Choo, 1990 (Wistar o)
Choo, 1990 (Wistar &)
Muramutsu, 1990 (Aves)
Bates,1991(Ratén o,mg)
Bates,1991(Raton &, mg)
Buyse, 1991 (Aves o)
Buyse, 1991 (Aves o)
Buyse, 1991 (Aves o)
Buyse, 1991 (Aves 2)
Buyse, 1991 (Aves 2)
Buyse, 1991 (Aves ?)
Nebbia, 1991(S.Dawley ¢)
Nebbia, 1991(8.Dawley ¢)
Nebbia, 1991(S.Dawley ¢)
Choo, 1992 (S.Dawley &)
Choo,1992(S.Dawley o)

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
12.44+0.2
15.4+0.4
340+ 13
346+ 13
17.8 £1.6
17.8+ 1.6
17.8+1.6
19.1£1.7
19.1+1.7
19.1£1.7
10.3 0.2
103+ 0.2
10.3+0.2
10.3+0.3
14.3+0.3

1mg/kg/15 dias
10mg/kg/15 dias
50mg/kg/15 dias
2mg/kg/4 dias
2mg/kg/11 dias
2mg/kg/21 dias
2mg/kg/21 dias
imgOrc/kg/23d/sc
0.6mg/kg/7 dias
2mg/kg/3 dias
0.25mg/kg/21 dias
3ug/4 dias

3ug/8 dias
0.42ppm/42 dias
0.42ppmy/21 dias
0.42ppm/14 dias
0.42ppm/42 dias
0.42ppm/21 dias
0.42ppm/14 dias

2.5ug/kg/21 dias
25ng/ke/21 dias
50ug/kg/2] dias
4mg/kg/4 dias
25mg/kg/5 dias

6.60 £0.15
5.85+0.07
478 +£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+ 04
298 £ 13
345+ 13
199+0.8
208+ 1.1
17.9+ 1.07
204+1.0
195+ 0.6
18.8 £ 0.7
9.1+£0.3
9.7+0.4
9.9+ 0.1
9.4+03
11.9+0.3
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Autor  Comrdl  Dosis Tratados
Moore, 1094 (Wistar %) 99404  Imgkg/l0dias 10.4+0.2
Moore, 1994 (Wistar 9) 9.9+04 4mg/kg//10 dias 10.1 £ 0.3
Moore, 1994 (Wistar ?) 9904 83mg/kg/10 dias 98+0.4
Cardoso, 1996(Wistar &) 12.6+0.64 4mg/kg/15 dias 12.87 + (1.86

Spencer,1996(Corderos?) 741 + 28 400 pg/Kg/49d

664 +25.8

De acuerdo a los resultados obtenidos por nosotros, trabajos realizados en ratas por
Re et al., (1993), demuestran que el peso del higado puede llegar a disminuir, aunque muy
levemente, tras el tratamiento prolongado con dicho farmaco. Los resultados obtenidos en
nuestra experimentacion, reflejan una clara disminucion del peso del higado desde el inicio del
tratamiento (p< 0,01), asi como una recuperacion progresiva del mismo, una vez que se inicia

el periodo de supresion, hasta igualarse a los pesos de los controles.

Si tenemos en cuenta la variacion interespecie, Brambilla ef al., (1994), observaron en
ratones, tras la administracion intraperitoneal de una séla dosis de clenbuterol, pero muy
elevada (30 pg/g de peso vivo), hepatomegalia y por consiguiente incremento de peso, que
pueden ser debidos a la accién metabdlica del clenbuterol. En nuestro caso, no se producen
estos fendmenos, debido quiza a la dosis empleada, que es mas reducida (1pug/g), pero también
més continuada (45 dias de tratamiento), sin obviar por supuesto que la especie considerada

es distinta (rata).

Muramutsu et al, en 1991 observaron que, a diferencia de otras especies de
mamiferos, en las aves existen variaciones del comportamiento de los 3-agonistas en cuanto
se refiere al sexo, ya que los efectos de éstos son mucho mas acentuados en hembras que en
machos. En pollos de tres a seis semanas de edad, el peso del higado se ve reducido
considerablemente, mientras que el contenido proteico hepatico, RNA y el contenido de grasa
no presentan cambios significativos. Todo ello puede ser debido a l1a duracion del tratamiento
(tres semanas), dosis empleada (0,25 mg/kg) demasiado baja o la via de administracion (en la

comida). Nuestros resultados muestran un descenso del peso del higado que alcanza los
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méaximos niveles en la tercera semana de tratamiento, aunque carece de significacion estadistica
(p> 0,05). En nuestra opinion, ello podria ser debido a que justo en ese periodo de tiempo (tres
semanas) es cuando tiene lugar la maxima absorcion del farmaco (Sauer ef al., 1995) y
comienza lo que se denomina "dosis de acostumbramiento”, a partir del cual los efectos del

clenbuterol parecen estabilizarse y no se observan las diferencias espectaculares del comienzo.

* Estructura y ultraestructura hepaticas

El examen histolégico del higado resulta de gran utilidad, para asegurar la sensibilidad
de los parametros séricos, ya que en caso de una alteracién minima de éstos, la evidencia
histolégica de dafio tisular es detectable a dosis muy bajas de una sustancia supuestamente

hepatotoxica (Kosrud et al., 1973; MacSween y Scothorne, 1997).

El examen anatomopatologico de nuestros animales a nivel microscopico esta
representado en las fotografias y demuestra la clara ausencia de lesiones hepaticas en los
distintos periodos de la fase experimental, que comprenden desde el inicio de! tratamiento al
periodo de retirada o supresion del medicamento. A nivel macroscopico tanto coloracion como
consistencia eran normales, exceptuando algunos casos aislados (tanto en controles, como en
animales tratados), en los que se detectaba una ligera congestion. Esto lo atribuimos a la
recoleccion de sangre, que en esos casos, fuese menor, y por tanto al quedar acumulada en

higado, macroscépicamente adquirian una ligera tonalidad oscura.

Al igual que nosotros, Biolatti et al., (1994) va habian detectado en cerdas tratadas con
clenbuterol (1 ppm/48 dias), higados mas oscurecidos, pero estos autores lo atribuyeron al
mayor acumulo de glucogeno, alrededor de la vena central en los animales tratados o del
l6bulo hepatico en los controles. Mediante la tincion H/E, nosotros pudimos comprobar que
el acimulo de glucégeno era normal, y siempre alrededor de la vena central. En otros casos,
y coincidiendo con Maltin et al., (1992), mediante estudios de morfometria, comprobamos una
ligera disminucion del tamatfio de los hepatocitos (grafica n° 8). La explicacion a este fenémeno

se deberia a que el clenbuterol es un potente vasodilatador, por lo que se produce un aumento
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del fluido sanguineo hepatico, lo que conduce a una mayor compresion de los hepatocitos y,
logicamente, éstos disminuyen de tamafio, como indican los valores medios de nuestros
resultados (25,3 + 3,39 um los controles, 21,3 + 2,90 um los tratados), aunque esta reduccion

no va acompafiada de lesion celular.

Para confirmar la normalidad, respecto a la estructura hepatica, procedimos al examen
ultraestructural, reforzando atn mas los resultados obtenidos tras el examen microscopico. En
nuestra opinion, y por la evidencia de las pruebas realizadas, el clenbuterol administrado a los
animales no supuso ninguna alteracion con respecto a funcionalidad y estructura hepaticas. Por
el contrario, Cerruti Sola et al., (1996) afirman que en aves hembra, las lesiones mas
consistentes son hipertrofia linfoide e infiltracién en la mayoria de los tejidos, aunque estos
cambios son particularmente evidentes en rifion, musculatura esquelética, higado y tracto
gastroentérico. Entre los cortes de higado de los animales tratados, se observa un descenso del
porcentaje global de glucégeno, comparado con los controles, el glucégeno se concentra
alrededor de la vena central en lugar de su habitual localizacion sobre toda la superficie de los
lobulos hepaticos. Estos autores también observa degeneracion hialina en los hepatocitos y

afirma que las lesiones aumentan en los animales tratados a mayor dosis.

En contraposicion, Marcato y colaboradores, (1985) publicaron un estudio relativo a
las ulceras de abomaso, y observaron que los higados de los animales tratados con clenbuterol,
al cabo de cuatro meses, no presentaban lesiones organicas a nivel hepatico, mientras que en
los controles aparecian dos casos de lesiones degenerativas o fibrosis hepaticas. Este estudio
refuerza los hechos anatomopatologicos comprobados por nosotros en las ratas, en las cuales
ni macro ni microscopicamente se aprecian lesiones y ademas, en nuestro caso, los controles,
incluso presentan a veces peor aspecto histologico que los animales tratados, destacando la
presencia de hepatocitos esmerilados que nos hicieron recurrir a otras técnicas de tincion,
(Tricrémico de Masson y Plata metenamina), para descartar definitivamente lesiones en estos

animales que, insistimos, no habian sido tratados.

Como resumen, indicamos que el tratamiento con clenbuterol produce una reduccion
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del peso del higado, cuya magnitud puede estar relacionada con la edad de los animales.

Cuando se asocia el clenbuterol a la dexametasona, la disminucién del peso hepatico
dura menos tiempo, lo que indica una recuperacion mas temprana de los animales frente al
tratamiento, una vez concluido éste. En ninguno de los tratamientos (clenbuterol o clenbuterol
y dexametasona) la pérdida transitoria de peso hepatico no lleva emparejada la aparicion de
lesiones macroscopicas, microscopicas ni uliraestructurales, independientemente de la edad de
los mismos. Posteriormente, los higados de los animales tratados, recuperan peso

progresivamente, una vez que se¢ produce el periodo de supresion del medicamento.
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CONCENTRACIONES PLASMATICAS Y HEPATICAS DE CLENBUTEROL

Para llevar a cabo un examen exhaustivo de los efectos producidos por el clenbuterol
en nuestra experimentacién, creimos conveniente completar dicho estudio mediante la
determinacion de las concentraciones de este beta-agonista, tanto en sangre como en higado,
ya que mediante la administracion de una dosis determinada (1mg/kg) podriamos establecer
la cantidad exacta de la misma vehiculada por la sangre y la almacenada en el higado, para
poder probar o descartar lesiones organicas a este nivel, como ya realizamos mediante el

estudio anatomopatolégico del mismo.

No administramos el tratamiento del clenbutero! asociado a la dexametasona a los
animales prepuberes, para evitar el posible efecto inmunosupresor que la dexametasona
(Ballarin y Sala, 1995) podria dar lugar a estos animales y obtener resultados que pudieran

resultar contradictorios (Jiang ef al., 1996).

Los resultados obtenidos, muestran unas concentraciones plasmaticas de clenbuterol
practicamente paralelas en todos los grupos, desde el inicio del tratamiento, hasta la retirada
del mismo. Cabe sefialar, sin embargo, que encontramos diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,001) entre los mismos con respecto al grupo control desde la primera toma
de sangre, que tiene lugar a los siete dias de iniciado el tratamiento. Por otra parte, en el grupo
integrado por los animales prepiberes, se observa, en determinadas tomas de sangre (T-2 y
T-4), una mayor concentracion de clenbuterol que en los adultos, justo antes del inicio de la
pubertad, hasta las cinco semanas (T-5) en que los niveles de clenbuterol, tanto en ptberes ya,
como en adultos, son practicamente similares, aunque ligeramente superiores en estos ultimos
hasta llegar al periodo de supresion en que no se detectan concentraciones plasmaticas de
clenbuterol en ninguno de los grupos (en adultos a los 5 dias de la retirada y en prepiberes a
los diez). El grupo de adultos tratado con clenbuterol y dexametasona, muestra en el momento
de la retirada {R-0), unas concentraciones inferiores a las de los dos grupos tratados con

clenbuterol, de tal manera gue a los cinco dias estan igualadas a los controles.
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A la vista de los resultados obtenidos, podemos deducir que la acumulacion plasmatica
del clenbuterol y su eliminacién estan relacionados con la edad, comparando los resultados
procedentes de los animales prepuberes y adultos, con unos altos niveles de significacion
estadistica (p< 0,001). Asi, podemos observar que los animales prepiberes comienzan a
alcanzar las maximas concentraciones a los 15 dias del tratamiento mientras que los adultos
tardan una semana mas, aunque también logran unos niveles plasmaticos mayores. Nuestros
resultados coinciden con los obtenidos por Meyer y Rinke, (1991) y Sauer et al., (1995) en
terneras. Sin embargo, tanto la dosis empleada (10ug/kg), via de administracion (pienso
medicado) y especie (lerneras) elegidas por estos autores son distintas a las de nuestra

experimentacion.

En cuanto a las concentraciones hepéticas de clenbuterol, podemos observar, que, en
el momento de la retirada, los niveles son iguales (concentraciones superiores a 50 ng/ml) en
los adultos tratados con clenbuterol o Ia asociacion de éste a la dexametasona, no apareciendo
en ese momento diferencias estadisticamente significativas. A partir del quinto dia de la
supresion de ambos tratamientos ya se observan claras diferencias (p< 0,001) entre ambos
grupos, igualandose a partir de los quince difas, lo que indica la eliminacion y detoxicacion de
ambos compuestos. Puede que la dexametasona actiie sobre los receptores 3, hepaticos
produciendo un bloqueo de los mismos, de tal manera que no son estimulados por la presencia
de clenbuterol y por ello se observa esa gran desproporcion, en el quinto dia de la retirada,

entre los dos grupos (Lindell e al., 1994).

Por lo que respecta al grupo tratado con la asociacion de clenbuterol y dexametasona,
es claro el "efecto borrador” que ejerce ésta al manifestar unos niveles plasmaticos detectables
de clenbuterol significativamente inferiores (p< 0,001), con respecto a los grupos tratados con
clenbuterol tinicamente y con respecto a los controles, a partir de las tomas 6 y 7. Ello podria
ser debido, en nuestra opinién, bien a un efecto supresor de la dexametasona sobre la glandula
adrenal, de acuerdo con Toutain ef al., (1984), o a un cierto "secuestro” del clenbuterol a nivel
hepatico, producido por el corticoide, de acuerdo con Foucauld et al., (1998) y Falkner
(1998), de tal forma que en virtud de un fenémeno de retrofuncionalidad negativa sobre los
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receptores hepiticos, las concentraciones sanguineas de clenbuterol serian menores, en el
grupo tratado con la asociacion, hasta que han transcurrido los quince dias de retirada del

farmaco y los niveles son iguales a los de los controles; es decir, ya no se detecta clenbuterol.

Como conclusidn final, podriamos establecer que si bien la edad del animal puede jugar
un papel importante en lo que a metabolismo del clenbuterol se refiere, el hecho de ser
administrado junto a otras sustancias como glucocorticoides sintéticos (dexametasona), puede
enmascarar los niveles detectables en sangre o en higado, dando lugar a falsos negativos en las
distintas técnicas analiticas empleadas, lo que supondria un fraude con respecto a la

verificacion de si un animal esta tratado o no con clenbuterol.
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INSULINA

La insulina es una hormona estrechamente ligada a los procesos metabélicos que tienen
lugar en el organismo. A corto plazo, incrementa la oferta intracelular de sustratos para el
almacenamiento de energia, activando sistemas de transporte, intensificando la absorcion de
la glucosa, amino4cidos y dcidos grasos. En esta fase, el higado es una excepcién, ya que el

paso de glucosa y acidos grasos, es independiente de la insulina (Goberna, 1992).

A medio plazo, los efectos mas notorios producidos por la insulina, se centran sobre
Ia actividad enzimética, orientada a la sintesis de triaciiglicéridos y glucogeno. Todo ¢llo, se
traduce en un incremento de las actividades enzimaticas relacionadas con la formacion de las

reservas energéticas (Prior y Smith, 1982).

Decidimos determinar las concentraciones plasmaticas de insulina por el papel tan
fundamental que ésta desempefia en el metabolismo de los glucidos, acidos grasos y proteinas.
Se analizaron dichas concentraciones en los animales preptberes Gnica y exclusivamente, para
ver como influia el tratamiento con clenbuterol sobre los niveles de esta hormona en la fase del
crecimiento de los animales, ya que mientras que en la pubertad aumenta la secrecion de GH
(hormona del crecimiento), esta elevacién no va acompafiada de un aumento importante de los

factores de crecimiento insulinicos (IGF) en plasma (Devesa et al., 1992).

De los resultados obtenidos en nuestra experimentacion, se puede observar que,
partiendo de una toma basal, durante la primera semana de tratamiento se elevan
progresivamente las concentraciones plasméticas de insulina en los animales tratados,
alcanzando los niveles maAximos a la cuarta semana de tratamiento (T 5), siendo estas
diferencias estadisticamente significativas (p< 0,01). A partir de Ja quinta semana de
tratamiento {T 6), y durante los periodos de retirada, se observan variaciones que no son
estadisticamente significativas (p> 0,05), en tanto en cuanto, los valores de insulina oscilan y
descienden en los animales tratados, mientras que en los controles al mismo tiempo van

elevandose.
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Resultados obtenidos por otros autores demuestran también, al igual que ocurre en
nuestros animales, que tras los tratamientos con clenbuterol, se produce un incremento, bien
en la liberacion de insulina o en el incremento de la sensibilizacién de los receptores insulinicos,
sobre todo a nivel de los tejidos muscular y adiposo, y no en higado (Ahren y Lundquist, 1981;
Bonen et al., 1986; Morgan 1990). La administracion crénica de clenbuterol disminuye el
tamafio de los adipocitos subcutdneos y perirrenales y hay una relacion inversa entre e] tamafio
de las células grasas y la subida de glucosa estimulada por la insulina. De este modo, el
tratamiento con clenbuterol estimula a estas células empequefiecidas para que sean més

sensibles a la insulina (Torgan ef al., 1993).

Emery et al., (1984) y Mc Elligot et al., (1987) no observan cambios en los niveles de
insulina, en tratamientos croénicos, y si éstos se producen la tendencia es hacia un descenso,
pero carece de significacion estadistica, mientras que en nuestro caso observamos, desde el
inicio del tratamiento, una elevacion progresiva de dichos niveles. En nuestra opinidn ésto
puede ser debido en primer lugar a la via de administracion empleada, en nuestro caso la oral,
y se sabe que los efectos del clenbuterol son mas duraderos cuando se utiliza esta via, como
va sefiald Lafontan et al., (1988); por tanto, daria mas tiempo a la activacion, por parte del
beta-agonista, de los receptores insulinicos tanto pancreaticos como del tejido adiposo. Por
otra parte y en segundo lugar, estos autores, realizaron sus trabajos con machos, y nosotros
con hembras, ademas de incluir como es el caso de Mc Elligot ef al., (1987), ratas diabéticas,
para su estudio, y logicamente la respuesta no es la misma, aunque paraddjicamente, observa

un ligero descenso, en las ratas tratadas con clenbuterol.

Otro factor que creemos de vital importancia, en nuestro trabajo y de acuerdo con
Reeds ef al., (1987), es la edad de los animales, ya que se trata de impuberes que alcanzan las
diferencias con mayor indice de significacion estadistica (p< 0,001), justo hasta el periodo en
que terminan la pubertad. Podria existir, a nuestro juicio, una relaciéon muy directa con
respecto a la hormona del crecimiento, hecho que pudimos comprobar mediante 1a observacion
externa del desarrollo de la masa muscular, en los animales tratados de acuerdo a los estudios

realizados en corderos jovenes por Young et al, (1995), y por ello, al administrar el
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clenbuterol, se producen esas diferencias con respecto a los controles, aunque ambos grupos
tengan Ia misma edad, ademas de no olvidar que uno de los tejidos de eleccion por excelencia

de la insulina es el muscular.

El clenbuterol] actia sobre los receptores musculares B, frente a la insulina (Illera,
1993), dando Iugar a un aumento de Ia accion anabolizante de esta hormona, a nivel muscular.
Por el contrario, Yang y McElligot (1989) y Liu y Mills (1990) sostienen que el niimero de
receptores B a nivel muscular y de tejido adiposo desciende en roedores y, en tratamientos
cronicos con beta-agonistas, las concentraciones plasmdticas de insulina, permanecen
invariables o descienden, pero Yang y McElligot (1989) no especifican si se refiere al
clenbutero! o a otro agonista -adrenérgico. En nuestro caso, y como ya hemos explicado
anteriormente, aunque no hemos determinado Ia proporcién de receptores, hemos observado
un incremento, estadisticamente significativo, de las concentraciones plasmaticas de insulina
(p< 0,05 hasta p< 0,001), en tratamientos cronicos con clenbuterol (45 dias) y ello nos induce
a pensar que quiza la densidad de estos receptores, sobre todo a nivel muscular, se vea
incrementada y la respuesta por tanto, sea diferente. Liu y Mills (1990) atribuyen este efecto
a la presencia de agentes que estimulan la produccion de AMP-c, en este caso el clenbuterol,
pero estos autores han realizado sus trabajos en adipocitos de cerdo mediante cultivos in vitro,
mientras que nuestra experimentacién se realizé con animales vivos y ademas roedores,

pudiéndose encontrar diferencias por este motivo.

En definitiva, el tratamiento con clenbuterol produce un aumento de las
concentraciones plasmaticas de insulina, debido al aumento de la sensibilizacién de los
receptores en tejido adiposo y muscular, aunque también es variable dicho efecto en funcion

de la edad de los animales y via de administracion empleada.
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GLUCOCORTICOIDES: CORTICOSTERONA y CORTISOL

Algunos animales de laboratorio, tales como hamsters, cobaya, y gerbillos, se parecen
al hombre en lo referente a que el cortisol es el glucocorticoide mas secretado, mientras que
otros roedores, tales como la rata y el raton, principalmente secrctan corticosterona
(Woodman, 1997). Esta escasa capacidad para producir cortisol, segin Conley y Bird (1997),
se debe a las rutas metabolicas de la esteroidogénesis adrenal en las distintas especies, ya que
la rata produce mayor cantidad de corticosterona por un deficit de la enzima ¢P450 17 «
hidroxilasa 20 liasa, responsable de la transformacién de pregnenolona en los precursores del

cortisol.

Entre las funciones llevadas a cabo por los glucocortioides, al mismo tiempo que se
encargan de regular el metabolismo de glicidos, proteinas y grasas, intervienen, de una manera
fundamental, en dotar al organismo de una mayor capacidad de reaccion frente al estrés (De
Paolo y Masoro, 1989). Por esta razén, en lo que a efectos metabolicos se refiere,

determmamos las concentraciones de ambos.

De los resultados obtenidos en nuestra experimentacién, con respecto a las
concentraciones plasmaticas de corticosterona (graficas 10 y 11), se observa una elevacion,
estadisticamente significativa, en los grupos tratados con clenbuterol (prepuberes y adultos)
desde la primera semana {p< 0,05), hasta que transcurren 5 dias del periodo de retirada (p<
0,001), momento a partir del cual se produce un descenso drastico de dichas concentraciones,
hasta equipararse a las de los controles, durante los quince dias restantes que completan el

periodo de supresion.

En el grupo tratado con clenbuterol y dexametasona, la evolucion de las
concentraciones de corticosterona es igual que en el caso anterior, pero la caida de las mismas,
a partir del quinto dia es mucho mds pronunciada, llegando a situarse a unos niveles inferiores
a los de los controles, a partir de los 10 dias de Ia retirada del tratamiento, aunque carece de

significacion estadistica (p> 0,05).
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Las concentraciones de cortisol en animales prepuberes experimentan (grafica 12) a
partir de la primera semana de tratamiento, una elevacion estadisticamente significativa (p<
0,001} con respecto a los controles, alcanzando los maximos niveles en el dia de la retirada del

tratamiento, justo cuando termina la fase de la pubertad.

Las concentractones de cortisol, en los animales adultos, aparecen reflejadas en la
grafica 13 y, son también, superiores a las de los controles (p< 0,001), elevandose, en este

caso, a partir de la segunda semana de tratamiento (p< 0,001).

Con respecto al grupo tratado con la asociacion de clenbuterol y dexametasona (grafica
13), también se produce un incremento de las concentraciones de cortisol (p< 0,05)

comparadas con las de los controles.

Nuestros resultados indican un claro aumento de las concentractones de ambas
hormonas, coincidiendo con los resultados obtenidos en ratas por Sillence ef al., (1993) y
Bruckmaier y Blum (1992) en terneras. Esto puede ser debido a que el nimero de receptores
B, tisulares se vea incrementado por los glucocorticoides, pudiendo ser ésta una razon por la
cual el grupo tratado con dexametasona y clenbuterol, alcanzase las concentraciones mas altas
de estos dos parametros. Para Yang y McElligot (1989), las concentraciones de cortisol no
varian, ni en corderos ni en ratas, aunque coincide en nuestras apreciaciones, al destacar que,

regulan el nimero de receptores.

Por otra parte, y de acuerdo con Spencer y Oliver (1996), la elevacion de los
glucocorticoides va precedida y acompafiada de alteraciones en la actividad del Sistema
Nervioso Simpético, en particular una elevada secrecion de epinefrina y norepinefrina, siendo
el clenbuterol el responsable de esta elevacion por su estimulo sobre la ACTH hipofisaria que
produce la descarga de catecolaminas, aumentando la produccion de glucocorticoides
procedentes de la corteza adrenal, por lo que, logicamente, sus niveles en sangre periférica se
encuentran muy elevados. De la misma opinion es Buyse ef al., (1991) que, en trabajos con

aves, demuestra que los tratamientos con clenbuterol aumentan la produccion de
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glucocorticoides, especialmente corticosterona, pero, al contrario que en nuestro estudio, ¢sta
es mayor en animales mas joévenes y en machos. En nuestro caso, los niveles mas altos de
corticosterona se detectan en los animales adultos, mientras que los que iniciaron el
tratamiento siendo prepiiberes experimentan una gran subida, pero ésta no es tan espectacular
como en los anteriores, debido quiza a que estén implicados otros mecanismos hormonales.
Las concentraciones de cortisol, por el contrario, alcanzan unos valores plasmaticos mas altos
que las de corticosterona en los animales prepiberes y ello podriamos justificarlo, de acuerdo
con Cardoso y Stock (1998), a las concentraciones de insulina obtenidas en este grupo,
claramente superiores a las de los controles, lo que provoca una caida de las concentraciones
plasmaticas de glucosa, que estimula la produccién de ACTH, dando lugar a la elevacion de

los niveles de cortisol y los de corticosterona.

Por otro lado, Ait-Chaoui ef al. (1995), en ratas Long-Evans de distintas edades,
observan un incremento en las concentraciones de corticosterona mas acentuado en animales
jovenes. Esto podria ser debido, en la opinion de esos autores, a que a medida que el animal
va envejeciendo la esteroidogénesis adrenal va reduciéndose, quiza porque la edad puede

alterar las concentraciones de las moléculas a las cuales pueden estar expuestas las adrenales

y por tanto la sensibilidad frente a la ACTH.

Con respecto al tratamiento combinado de clenbuterol y dexametasona, discrepamos
con Bette y Kietzmann (1991) y Ait-Chaoui (1995) ya que éstos destacan una disminucién
de los niveles de corticosterona in vivo en ratas tratadas con dexametasona. Nosotros, hemos
observado un aumento de dichas concentraciones en los animales tratados con clenbuterol y
dexametasona, aunque bien es cierto, que €stas son menores que en los animales tratados
unicamente con clenbuterol, lo cual es 16gico, ya que por una parte el clenbuterol aumenta las
concentraciones de corticoides y por otra, la dexametasona bloquea la produccion enddgena
de ACTH (Almeida et al.,1997; Gomez et al., 1998), y por ello disminuyen los niveles
plasméticos de esta hormona, en relacion a los grupos tratados exclusivamente con clenbuterol.
Estos dos hechos, son los responsables, desde nuestro punto de vista, de que el aumento de

las concentraciones de corticosterona observado en los animales tratados con la asociacion de
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clenbuterol y dexametasona, se sittie en unos valores inferiores a los de los animales expuestos

solamente al clenbuterol.

En definitiva, el tratamiento con clenbuterol sélo o asociado a la dexametasona, en
ratas, da lugar a un incremento de las concentraciones de corticosterona y cortisol al provocar
un incremento del nimero de receptores B, tisulares, o al estimular directamente el eje
hipotalamo-hipofisario-adrenal, pudiendo jugar también un papel importante la edad de los

animales y determinados estados endocrinos de los mismos.
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ESTEROIDES GONADALES: PROGESTERONA, 17-f ESTRADIOL 'Y
ANDROSTENODIONA

PROGESTERONA

Conforme a los resultados obtenidos en nuestra experimentacién, podemos comprobar
que los niveles de progesterona, en los animales tratados con clenbuterol, son claramente
inferiores a partir de la segunda semana de tratamiento (p< 0,05), alcanzando las maximas
diferencias justo en las tres altimas semanas anteriores (T-5, T-6 y T-7) a la finalizacion del
mismo (p< 0,001). A partir de la sexta semana, se inicia un periodo de recuperacion en los
animales tratados, que coincide con una disminucion paralela en los animales control, lo que
se aprecia muy claramente a medida que se produce la retirada del fArmaco, llegando a
igualarse, praticamente a los 20 dias de la retirada. Por lo que respecta al grupo tratado con
la asociacion de clenbuterol y dexametasona, es curioso observar, durante el periodo de
supresion, no solo como los niveles no descienden, sino que se sitiian en un rango superior al
de los controles, llegando a alcanzar las maximas diferencias (p< 0,001) a los cinco dias de la
retirada del tratamiento, aunque posteriormente, descienden, para elevarse ligeramente a los

20 dias con respecto a los controles.

A nuestro juicio, que coincide con el de Sillence et al. (1995), ¢l descenso de los
niveles de progesterona, en los animales tratados, se produce por el mecanismo de accion del
clenbuterol sobre los receptores de progesterona, a nivel ovarico, ya que provoca una
disminucién de dichos receptores y, por lo tanto, se ve considerablemente afectada la
liberacion de la hormona. Dacasto et al. (1994}, mediante investigaciones en cerdos, especie
animal de crecimiento rapido (al igual que los roedores), también encontraron una disminucion
de las concentraciones plasmaticas de progesterona, pero, a diferencia de Sillence et al. (1995),
estos autores comprobaron que se producia un incremento de las concentraciones de
receptores de progesterona en utero y no en ovario. En ambos casos, los tratamientos con
clenbuterol producen alteraciones sobre el mimero de receptores de progesterona, a nivel del

aparato genital, influyendo posteriormente sobre el eje hipotalamo-hipofisario y dando lugar
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a un fendmeno de retrofuncionalidad negativa, que bloquearia la respuesta del 6rgano efector,
y por ello, en vez de aumentar, disminuirian las concentraciones de progesterona,

independientemente del aumento de receptores de progesterona a nivel ovérico o uterino.

De acuerdo con Biolatti ef al.(1990), podriamos pensar que el descenso de los niveles
plasmaticos de progesterona, podria deberse a los hallazgos anatomopatoldgicos observados
a nivel del tracto genital, que coinciden macroscépicamente con los nuestros, tanto a nivel
ovarico, donde pudimos comprobar la existencia de una mayor proliferacion de foliculos en
distintos grados de desarrollo, como a nivel uterino, con un mayor engrosamiento del mismo,
en los animales tratados con clenbutero! y que comportarian un descenso de la actividad ciclica
ovarica. Con respecto al grupo tratado con la asociacion de clenbuterol y dexametasona, y de
acuerdo con Biolatti ef al. (1994) pudimos observar, en los ovarios de las hembras tratadas,

un menor numero de foliculos, debido probablemente a la accion de la dexametasona.

En cuanto a la variacion de los valores de progesterona y coincidiendo con Butcher et
al. (1974), durante el periodo de retirada en los animales controles, podriamos atribuirlos a la
fase del ciclo en la que se encontrasen dichas hembras (cuyo calculo se realizaria, en funcién
de las concentraciones de progesterona obtenidas, v la interrrelacion con los niveles de LH de
acuerdo a este autor). Butcher e al. sostienen que, en la rata, los niveles de progesterona se
incrementan coincidiendo con la descarga preovulatoria de LH, variando su margen desde 1-5
ng/ml a 40-50 ng/ml en suero o plasma. Despu¢s, la concentracion de progesterona desciende
a los niveles basales del estro, coincidiendo con un incremento de los niveles de ILH procedente
de las gonadas y posteriormente se produce una nueva elevacion de los niveles de
progesterona, que se hace méas patente en el primer dia del diestro, alcanzando unos valores
de 20-30 ng/ml.

Nosotros pensamos que si estas variaciones, en cuanto a concentraciones de
progesterona se refieren, estan relacionadas con los niveles de LH no se producirian por un
efecto sobre los receptores de LH a nivel genital, sino directamente sobre el eje hipotalamo-

hipofisario ya que como es de todos conocido, la LH, es una hormona, cuya descarga esta
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relacionada muy estrechamente con factores exogenos.

En nuestro caso, y dado que se produce una supresion del tratamiento, es logico pensar
que, a partir de €sta, los animales tratados experimenten unas variaciones que conducen a la
recuperacion de los valores hormonales normales, alterarandose al mismo tiempo, la ciclicidad
de los mismos y los controles, de tal manera que los niveles miximos y minimos, de
progesterona y LH, variarian, en funcion de la nueva situacion creada a partir de la retirada del
medicamento que constituiria un factor exdgeno importantisimo y, por tanto, a nivel del
Sistema Nervioso Central se producirian esas oscilaciones detectadas, en nuestros animales
utilizados como control, hasta adaptarse completamente y volver a tener una ciclicidad mas
homogeénea. Por supuesto, estos resultados, correspondientes al periodo de retirada, respecto

a los controles, carecen de significacion estadistica (p> 0,05).

Otro factor que puede influir sobre las concentraciones de progesterona, y que
debemos tener en cuenta, es la dosis empleada, de tal manera que la utilizacién de dosis
elevadas de clenbuterol, en tratamientos crénicos, produce un efecto bloqueante sobre los
receptores de progesterona y las concentraciones de la misma, a la luz de los resultados
obtenidos por nosotros, disminuyen, mientras que, por el contrario, para Nebbia et al. (1991)
no se ven afectadas, claro que la dosis a la que observa este efecto (50ng/kg) es sensiblemente
menor a la empleada por nosotros (1mg/kg) vy, por tanto, el bloqueo de los receptores de
progesterona, en nuestro caso, seria mayor y, consecuentemente, la liberacién de la hormona,

menor.

Sin embargo, Re et al. (1993) observa que las concentraciones plasmaticas de
progesterona no se ven afectadas, a pesar de la aparicién de las lesiones macroscopicas
observadas en el tracto genital, afirmando que el tratamiento con clenbuterol no afecta
significativamente al mimero de receptores de progesterona uterinos, aunque en estudios mas
recientes se ha visto que la estimulacion de los receptores B-adrenérgicos (Re, ef al. 1997), en
el SNC, esta directamente implicada en la supresion de la liberacién de las gonadotropinas

debido a la supresién de la liberacion de la LH, mediante el estimulo de los receptores -
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adrenérgicos (Cagampang et al, 1992) y se observan alteraciones significativas en las
concentraciones de los receptores de progesterona, en tratamientos cronicos, o cual apoya

nuestra teoria.

Concluyendo, el tratamiento con clenbuterol, y en funcion de la dosis y en situaciones
de cronicidad, da lugar a una caida de los niveles de progesterona, al disminuir, localmente,
el niumero de los receptores de progesterona a nivel genital, originando lesiones

macroscopicas, o bien al actuar a nivel central, sobre el eje hipotdlamo-hipofisario.

178-ESTRADIOL

Esta hormona pertenece al grupo de los estrogenos que junto con la progesterona, son
los responsables de los procesos reproductores en la hembra. En las adrenales, también se

secreta estradiol, aunque en pequefias cantidades (Woodman, 1997).

Los resultados obtenidos, en nuestra experimentacion, nos permiten observar, cémo
el tratamiento con clenbuterol eleva las concentraciones plasmaticas de 176-estradiol, a partir
de la tercera semana de tratamiento, alcanzando los mayores niveles el dia de la retirada, con
un altisimo indice de significacion estadistica (p< 0,001), simultaneo a la disminucion de las
concentraciones de progesterona. A partir de este momento, tiene lugar una caida drastica de

dichos niveles, hasta que se igualan practicamente al de los controles.

En el tratamiento en que se afiade dexametasona también se produce una elevacion de
dichos niveles, pero a diferencia con el tratamiento anterior, persiste y se incrementa, con un
alto indice de significacion estadistica (p< 0,001) durante el periodo de supresion, con respecto
al grupo control y al tratado con clenbuterol, subsistiendo este efecto a los 20 dias de la

retirada, lo que pudimos corroborar macroscopicamente por la aparicion de quistes foliculares

en los ovarios de estas hembras.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Re et al. (1990) en ratones y Dacasto
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et al. (1994) en cerdos, observando, del mismo modo, un incremento, estadisticamente
significativo, de los niveles de 17B-estradiol. Creemos que la explicacidén de este incremento
se debe al aumento de la concentracion del nimero de receptores de estrégenos, paralela a la
disminucién del nimero de receptores de progesterona, tanto en itero como en vagina y, al
aplicar tratamientos prolongados, se produce una intensa estimulacion beta-adrenérgica, que
conduce a la mayor produccion de estrogenos (Re et al., 1993) y, por tanto, falta de ciclicidad
ovarica a nivel de los 6rganos efectores, siendo, por otra parte, la responsable del aumento de
estrogenos, que conducen a la aparicion de lesiones en el aparato genital femenino y que

nosotros pudimos observar, como hemos sefialado anteriormente.

Por el contrario, Re et al. (1995) encuentran una disminucion de los niveles plasmaticos
de esta hormona, a pesar de aumentar significativamente el ntimero de receptores estrogénicos
en utero, pero no asi a nivel hepatico e hipofisario. Quiza sea ¢sta la causa que impide una
elevacion de los niveles de estradiol. En nuestra experimentacion, la dosis de clenbuterol
empleada fue considerablemente superior (1mg/kg) y dada la baja capacidad de unién a los
receptores estrogénicos uterinos que presenta el clenbuterol, es 16gico pensar, que, a las dosis
relativamente bajas empleadas por estos autores (2,5 pg/kg, 25 pg/kg y 50 ug/kg), la
reactividad de los centros efectores sea menor y, por tanto, las concentraciones de estradiol
disminuyan. Resultados obtenidos por Nebbia er al.(1991) indican, contrariamente a nosotros,
una disminucion de los niveles plasméticos de estradiol y so6lo cuando aumenta la dosis del B-

agonista, las diferencias con respecto a los controles, no son tan acentuadas como las nuestras.

En trabajos mas recientes, Re et al. (1997) han observado, en ratas adultas, una
disminucion en los niveles plasméticos de hormonas sexuales circulantes, atribuyendo este
hecho a la estimulacién de los receptores adrenérgicos a nivel del SNC, lo que produce cierto
grado de supresion de la liberacion de las gonadotropinas. Nuestros resuitados reflejan el
fendmeno contrario, es decir un aumento de las concentraciones plasmaticas de 178-estradiol,
quiz4 debido a que la dosis empleada es diferente en nuestro caso y el periodo de exposicion
al tratamiento es considerablemente mayor en el caso de estos autores (121 dias), por lo que

la disminucién observada, podria deberse logicamente a un fenémeno de retrofuncionalidad
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negativa sobre ¢l eje hipotalamo-hipofisario~gonadal.

Como conclusién, podriamos afirmar que las concentraciones plasméticas de 178-
estradiol se elevan tras los tratamientos con clenbuterol, posiblemente debido a la activacion
de los receptores estrogénicos, tanto a nivel genital como central, produciendo alteraciones
con respecto a Ia ciclicidad ovarica, detectables macroscopicamente mediante la aparicion de

quistes foliculares.

ANDROSTENODIONA

Decidimos determinar las concentraciones de androstenodiona (precursor hormonal
de Ia testosterona), ya que, debido al cardcter anabolizante que presentan los andrégenos per
sé, cantribuyen a aumentar la sintesis proteica y favorecen el desarrollo de la masa ésea y
muscular (Wilson, 1996), al mismo tiempo que podriamos estudiar la repercusion que los
tratamientos con clenbuterol o la asociacion del beta-agonista a la dexametasona, ejercerian

sobre dichas acciones,

Nuestros resultados nos muestran que es éste el esteroide menos afectado por la
presencia de clenbuterol o éste asociado a la dexametasona. Podriamos atribuir este fenémeno
a que al ser la precursora de otras hormonas esteroides, su concentracién no pareceria verse

afectada, pero si las de otras hormonas debido a los cambios en sus respectivos sistemas

enzZimaticos.

Asi, con respecto al grupo tratado unicamente con clenbuterol (grafica 16), no se
aprecian diferencias estadisticamente significativas con respecto a los controles, excepto al
finalizar el tratamiento, en que el grupo tratado, se distancia del control (p< 0,05), aunque

luego, en la retirada vuelven a producirse las mismas oscilaciones en ambos grupos.

En el grupo tratado con la asociacion de clenbuterol y dexametasona (grafica 16-a),

las concentraciones de androstenodiona se sit(an a unos niveles ligeramente inferiores a los
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de los controles, descendiendo desde ¢l comienzo del periodo de retirada, pero sin liegar a
alcanzar una diferencia significativa, hasta diez dias después de transcurrido el mismo (p<
0,01), para elevarse posteriormente e igualarse tanto a los animales tratados con clenbuterol

sdlo, como a los controles.

Los resultados obtenidos en nuestra experimentacion coinciden con la opinion de Le
Goascogne ef al. (1995), ya que hemos de tener en cuenta que este precursor de la
testosterona se comporta como androgeno, cuando se transforma en testosterona o en
dehidroepiandrostenodiona (DHEA); en la rata a nivel de las adrenales, se producen cantidades
infimas de DHEA, por lo cual la exposicion continuada frente al clenbuterol no sensibilizaria
los receptores de testosterona a este nivel, pudiendo estar originada su secrecion a partir del
Sistema Nervioso Central y, por ello, si se detecta un ligero aumento de los niveles plasmaticos

de esta hormona, que carece de significacion estadistica.

Por el contrario, el grupo tratado con la asociacion de clenbuterol y dexametasona
experimenta una disminucion, estadisticamente significativa (p< 0,001), con respecto al grupo
control y al tratado exclusivamente con clenbuterol. Podriamos atribuitlo a la estimulacion
directa de la glandula adrenal, por parte de la dexametasona, dando ugar a un fenémeno de
retrofuncionalidad negativa sobre el eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, que conduce a una
mayor disminucion de los niveles de esta hormona. Este hecho lo podemos comprobar a
medida que transcurre el periodo de retirada y, por tanto, ya se ha eliminado por completo la
estimulacion por parte de los glucocorticoides exégenos (dexametasona), aumentando los

niveles de androstenodiona, aunque insistimos, sin que tengan significacion estadistica alguna.

Atendiendo al estimulo, por parte de los receptores estrogénicos locales, y de acuerdo
con Yuan ef al. (1995), en la rata hembra, los niveles elevados de androgenos van asociados
a un incremento de la secrecion de otras hormonas ovéricas, como por ejemplo el estradiol.
El clenbuterol aumenta e] numero de receptores estrogénicos a nivel ovarico y uterino y, por
tanto, las concentraciones plasmaticas de estradiol se ven también incrementadas, como va

vimos en los resultados correspondientes a esta hormona, por lo cual también es de suponer
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que se produce un incremento de androégenos que a nivel central, y gracias a la accién de la
enzima aromatasa, se convierten en estrogenos. Segin la fase del ciclo en que se encuentre la
hembra, la actividad de esta enzima varia, y es menor en el proestro, aumentando la actividad
de los receptores estrogénicos cercbrales en un 50%. Esta pudiera ser la razén de haber
obtenido unos valores plasmaticos de estradiol mucho mas elevados y con significacion
estadistica (p< 0,001) en los animales tratados, en detrimento de una subida muy ligera de las

concentraciones plasmaticas de androstenodiona.

Por otra parte, y como ya sefialaron Taylor ef al. (1996), la androstenodiona puede
formarse a partir de la progesterona, pero de una manera transitoria, debido a la actividad de
la 178- hidroxiesteroide reductasa (178-HOR), que es la enzima responsable de la verdadera
transformacion de la androstenodiona en testosterona. Nuestros resultados muestran una clara
disminucion de los niveles de progesterona en los animales tratados con clenbuterol, por lo
cual, al descender los niveles de progesterona esa formacién transitoria de androstenodiona
seria menor y, por ello, no se observan grandes diferencias, entre los animales tratados frente
a los controles. Como ya vimos en su momento, los niveles de progesterona comenzaban a
aumentar a partir de la finalizacion del tratamiento de los animales con clenbuterol. Es en este
punto donde nuestros resultados reflejan, al mismo tiempo, un aumento significativo (p< 0,05)
de las concentraciones de androstenodiona, por lo que, de acuerdo con Sillence ef al. (1995),
ello podria deberse a que, al terminar el periodo de exposicion al clenbuterol, el nimero de
receptores de progesterona experiementaria una clara recuperacién, que conduciria a mayor

liberacidon de la hormona y, por tanto, la sintesis de androstenodiona también se veria

incrementada.
Como resumen final, destacamos que el clenbuterol no ejerce una influencia tan directa

sobre las concentraciones de androstenodiona por ser un precursor hormonal, pero si

indirectamente a través de otras hormonas como la progesterona o el 178-estradiol.
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Una vez analizados los resultados obtenidos en nuestro estudio podemos deducir de

ellos las siguientes conclusiones:

1* CONCLUSION:

2* CONCLUSION:

3* CONCLUSION:

4* CONCLUSION:

Los tratamientos con clenbuterol, a dosis superiores a las
anabolizantes, en ratas, producen incrementos espectaculares de peso,
directamente relacionado con la edad de los anmimales, via de
administracién y duracion del tratamiento. La asociacion con
dexametasona, estimula también la ganancia de peso corporal

persistiendo atin en el periodo de supresion.

Los tratamientos con clenbuterol dan lugar a una reduccion del peso
del higado, cuya magnitud puede estar relacionada con la edad de los
animales. Asociado a la dexametasona, la disminucion del peso
hepético dura menos tiempo, lo que es indicativo de una recuperacién

mas temprana de los animales.

Los tratamientos con clenbuterol aislado o conjuntamente con la
dexametasona no van acompafiados de lesiones en higado
macroscopicas, microscOpicas ni ultraestructurales en higado,

independientemente de la edad de los animales.

La edad de los animales juega un papel importante en el metabolismo
del clenbuterol. Unido al hecho de que al ser administrado junto a otras
sustancias, como glucocorticoides sintéticos, se pueden enmascarar los
niveles de clenbuterol plasméticos y hepaticos detectables, dando lugar
a falsos negativos en las distintas técnicas empleadas, que conduciria

a la creencia de que el animal no haya sido tratado con clenbuterol.
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52 CONCLUSION:

6* CONCLUSION:

7* CONCLUSION:

8* CONCLUSION:

9* CONCLUSION:

Los tratamientos con clenbuterol, en animales prepiiberes, producen un
aumento de las concentraciones plasmaticas de insulina, debido al
aumento de la sensibilizacién de los receptores, en tejido adiposo y

muscular, aunque también es variable segin la via de administracion.

El tratamiento con clenbuterol, o clenbuterol y dexametasona, da lugar
a un incremento de las concentraciones plasmaticas de cortisol y
corticosterona, al provocar un aumento del nimero de receptores 3,
tisulares o mediante el estimulo directo del eje hipotilamo-hipofisario-
adrenal. Este incremento también depende de la edad de los animales.

Los tratamientos con clenbuterol, o asociado a la dexametasona, dan
lugar a una caida de los niveles de progesterona al disminuir los
receptores de progesterona a nivel genital, al actuar a nivel central,
sobre el eje hipotilamo-hipofisario, asi como por ser el agente
responsable de las lesiones macroscopicas detectadas en el aparato

genital.

Las concentraciones plasmaticas de 178-estradiol se elevan tras los
tratamientos con clenbuterol, 0 con la asociaciéon de éste a la
dexametasona, mediante la activacién de los receptores estrogénicos
tanto a nivel genital como central, y por la aparicion de quistes

foliculares, quedando las hembras sin ciclicidad.
El clenbuterol no influye directamente sobre las concentraciones de

androstenodiona por ser ésta un precursor hormonal, pero si a través

de 1a accion de otras hormonas esteroides.
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CONCLUSION FINAL.:

Como conclusion final destacaremos que los tratamientos con
clenbuterol, aislada o conjuntamente con la dexametasona,
producen serias alteraciones en lo que al fisiologismo animal se
refiere, aunque posteriormente, durante los periodos de
retirada, los animales se recuperan paulatinamente, volviendo

a recobrar casi por completo su funcionalidad normal.
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Resumen

Fl trabajo realizado en esta Tesis, ha consistido en la observacion de los efectos que
ejerce el clenbuterol en los animales de laboratorio tanto sobre su fisiologismo en general,

como los efectos directos llevados a cabo sobre el higado de dichos animales.

Para la elaboracion de estos supuestos, utilizamos ratas hembra de la estirpe Long-
Evans. Distribuimos a los animales en dos grupos, segliin la edad, de tal forma que

comprobamos, al mismo tiempo, los efectos sobre los animales prepiberes y los adultos.

En cuanto a la aplicacion del tratamiento, también se procedi6 a administrar dos tipos
del mismo. En uno de ellos, mediante via oral un grupo de animales, tanto adultos como
prepuberes ingerian 1mg/kg de peso vivo de clenbuterol. El otro tratamiento, llevado a cabo
unicamente en animales adultos, consistio, en la administracién de clenbuterol (1 mg/kg)
asociado a dexametasona, ésta tltima inyectada por via subcutanea (0,1 pg/kg), diez dias antes
de la finalizacion del tratamiento. La duracion de los dos tipos de tratamiento fue la misma (45
dias), y en ambos se contemplaron los mismos periodos de supresion, cuya duracion fue de 20
dias, llevando a cabo los muestreos con una alternancia desde el Gtlimo dia de la administracién

y posteriormente cada cinco dias.

Los dos tipos de tratamiento empleados nos permitieron contemplar si se producian

diferencias entre ellos, y los periodos de recuperacion de los animales una vez finalizados los

MISMOos.

Para comprobar los efectos anabolizantes del clenbuterol, se mididé la ganancia de
peso experimentada por los animales, y pudimos observar que se producia un espectacular
incremento del mismo, que posteriormente se estabilizaria ¢ igualaria a los de los animales
utilizados como controles, durante los periodos de retirada del medicamento. Al combinar este

3-agonista con la dexametasona, la ganancia de peso era también espectacular y persistia
incluso durante el periodo de supresion.

En este mismo sentido, determinamos las concentraciones hormonales de insulina, pero
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tinicamente en los animales prepiberes, puesto que asi podriamos comparar entre los controles
y los tratados, si el clenbuterol, afectaba al engorde de los animales en plena fase de
crecimiento. La técnica empleada para tal fin, fue un ELISA sandwich, mediante la utilizacion
de un kit comercial. Los resultados obtenidos, nos permitieron establecer que los niveles
plasmaticos de insulina también se elevan notoriamente, pero a partir de la entrada en la
pubertad de los animales. Una vez que se interrumpe el tratamiento, dichos niveles descienden

hasta igualarse a los de los controles.

El estudio del higado en cuanto a alteracion del peso y morfologia se refiere, también
fue contemplado, dada la importancia que ¢l consumo de esta viscera ha adquirido en los

ultimos tiempos, en lo referente a las intoxicaciones diagnosticadas en la poblacion humana.

El peso del higado en los animales tratados, experimenta descensos estadisticamente
significativos en la tercera semana de tratamiento, que coincide con la méxima absorcion del
clenbuterol, y a partir de ahi, se produce en los animales, una fase de acostumbramiento, que
da lugar a una estabilizacidn de estos pesos. La intensidad de este descenso esta muy
relacionada con la edad de los animales, siendo mayor en los adultos. La asociacion a la
dexametasona, también produce un descenso del peso hepético que dura menos tiempo, lo que

indica que la recuperacion de los animales se produce antes en este caso.

Para comprobar si se producian lesiones a nivel hepético, y dada la dosis administrada,
procedimos a realizar el estudio anatomopatolégico del higado de los animales. Al no
detectarse lesiones macroscopicas, ni microscépicas, llevamos a cabo un estudio
ultraestrutural, mediante Microscopia electronica. Esta técnica, constituyd un meétodo
realmente confirmatorio de la inexistencia de lesiones observada mediante en el estudio

macroscopico e histoldgico.

Este estudio se completé mediante la determinacion de las concentraciones hepéticas
y plasmadticas de clenbuterol, mediante la técnica EIA de competicion. Los resultados

obtenidos, nos permitieron comprobar que la absorcion del clenbuterol esta directamente
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relacionada con la edad del animal. También pudimos comprobar el efecto "borrador” ejercido
por la dexametasona al ser administrada conjuntamente con el beta-agonista, puesto que a los
cinco dias del periodo de supresion, no se detectaban niveles de clenbuterol en sangre o en
higado, lo que nos llevé a concluir, que en este caso, podrian producirse falsos negativos, que
contribuyeran a incrementar la practica fraudulenta de la utilizacién del clenbuterol como

agente promotor del crecimiento.

El clenbuterol actna directamente sobre el Sistema Adrenérgico, y por ello,
determinamos las concentraciones plasmaticas de cortisol y corticosterona, de los animales
tratados, tanto en prepiberes como en adultos, bien con clenbuterol, o con la asociacion de
éste a la dexametasona. Dichas concentraciones se elevaron en todos los casos, para ir
disminuyendo a partir del quinto dia de la retirada del medicamento. Cuando se afiade Ia
dexametasona, este descenso es mucho mas pronunciado, llegando incluso a situarse a unos

niveles inferiores a los de los controles.

Por ultimo, decidimos estudiar los efectos de! clenbuterol sobre las hormonas
esteroides gonadales, determinando las concentraciones plasméticas de progesterona, 178-
estradiol y androstenodiona, en animales adultos y sometidos a los dos tipos de tratamiento,

mediante la técnica ELISA de competicion.

Los niveles de progesterona descendieron considerablemente, dando lugar a lesiones
macroscopicas en el tratcto genital. Al mismo tiempo, las concentraciones de 178-estradiol,
experimentaron un brusco aumento, que también daba lugar a la aparicién de lesiones a nivel

ovarico, mientras que las concentraciones de androstenodiona no sufrieron grandes cambios.

En definitiva, los parametros fisioldgicos estudiados, tanto a nivel de pesos como
hormonales, se vieron afectados tras los tratamientos con clenbuterol, o asociado a la
dexametasona, pero una vez que se produjo 1a interrupcién del tratamiento, revertian a la
normalidad. El higado, no present6 alteraciones morfologicas durante el tiempo que duré tanto

en la administracion de los tratamientos, como en la retirada de los mismos.
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