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Abstract

The productive capacity of animals is subject to food and environmental conditions
mainly, however, the reproductive capacity is restricted by the use of food additives,
they are converted to anabolic when used at high concentrations, On the other hand,
there are biochemical reproductive parameters that change with the abuse of these fooc
additives and one of these is the prostatic acid phosphatase whose levels and thei
relationship to other metabolic parameters such as: cholesterol, glucose and

Palabras clave: triglycerides are unknown and how changes of these metabolites and enzymes affect
Infertilidad the reproductive capacity of male animals cattle Bos indicus X Bos taurus. The aim of
Pardmetros this study was to determine how it affects clenbuterol (Clb) levels of prostatic acid
metabdlicos phosphatase and other metabolic parameters such as triglycerides, glucose anc
Epididimo y cholesterol and how these affect the morpho-physiology of the testis and epididymis.
testiculo To test our hypothesis, we obtained blood samples, testes and epididymis of 150
animals, clenbuterol-fed vs. control animals (control). The results indicate that
Keywords: triglyceride levels in control animals of 79,5 + 7,5 mg / dL and increases to 360,0 +
Infertility 34,3 mg / dL in animals treated with clenbuterol; cholesterol values ranged from 127,3
Metabolic + 6,5 mg / dL in control animals to 249,6 £ 2,3 mg / dL in animals treated with
parameters clenbuterol; glucose ranged from 58,3 + 1,6 mg / dL to 25,7 + control animals 1,7 mg /
Epididymis and dL in animals treated with clenbuterol, on the other hand, prostatic acid phosphatase
testis value control animals was 3,87 + 0,3 U / L, compared with animals treated with

clenbuterol, whose concentration reached 11,3 + 1,2 U / L, the increase in all
metabolic parameters were significantp(¥0,05 and **p <0,01). We concluded that

the use of clenbuterol in high concentrations produces morphological changes in
testicular physiology in cattle; affect fertility and sperm production in animals of high
genetic quality and animal husbandry in different areas creoles of the country because
high levels of prostatic acid phosphatase determined that the animals develop prostatic
cancer.

Resumen

La capacidad productiva de los animales est4 supeditada a la alimentacion y a las condiciones ambienta
principalmente, sin embargo, esta capacidad reproductiva esta restringida por la utilizacion de aditivo
alimenticios, estos se convierten en anabdlicos cuando son utilizados en altas concentraciones; por otro la
existen parametros reproductivos bioquimicos que cambian con el abuso de estos aditivos alimenticios y uno
estos es la fosfatasa &cida prostatica cuyos niveles y su relacion con otros parametros metabodlicos como:
colesterol, la glucosa y los triglicéridos se desconocen y como los cambios de estos metabolitos y enzim
afectan la capacidad reproductiva de los animales machos bBasasurusX Bos indicus El objetivo de este
estudio fue determinar como afecta el clenbuterol (Clb) en los niveles de fosfatasa &cida prostatica y otrc
parametros metabdlicos como: triglicéridos, glucosa, colesterol y como inciden estos en la morfo-fisiologia d.
los testiculos y epididimo. Para comprobar nuestra hipotesis, se obtuvieron muestras de sangre, testiculo:
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epididimo de 150 animales, alimentados con clenbuterol vs animales testigo (control). Los resultados indical
que los valores de triglicéridos en animales control son de 79,5 £ 7,5 mg/dL y se incrementan a 360,0 + 34
mg/dL en animales tratados con clenbuterol; el colesterol los valores fluctuaron de 127,3 + 6,5 mg/dL el
animales controles a 249,6 + 2,3 mg/dL en animales tratados con clenbuterol; la glucosa varié de 58,3 + 1
mg/dL animales control a 25,7 £ 1,7 mg/dL en animales tratados con clenbuterol, por otro lado, la fosfatas
acida prostatica de los animales control su valor fue de 3,87 £ 0,3 U/L, en comparacién con los animale
tratados con clenbuterol, cuya concentracion alcanzada fue de 11,3 + 1,2 U/L, el incremento en todos Ic
parametros metabdlicos fue significativo (*p <0,05 y **p<0,01). Se concluye, que el uso de clenbuterol en alta:
concentraciones produce cambios en la morfo-fisiologia testicular en bovinos, afecta la fertilidad y la
produccion de espermatozoides en animales de alta calidad genética y en animales criollos en diferentes zo
ganaderas del pais, ya que los niveles altos de fosfatasa &cida prostética determinan que los animales desarrt
carcinoma prostatico.

Introduccién

En los dltimos afios la capacidad reproductiva en varias zonas zoogeograficas donde existen poblaciones
ganado criollos y de ganaderias especializadas en México ha disminuido por diferentes afecciones natura
como: la brucelosis, neosporosis, fascioliasis entre otras, sin embargo, la introduccion de aditivos alimenticic
como xenobidticos, antibidticos Be-agonistas-anabdlicos contribuyen también a incrementar la incapacidad
reproductiva en stas regiones. La utilizacion de aditivos alimenticios es muy frecuente en la engorda de
animales y esto repercute en el bienestar animal y humano. La ingesta de aditivos alimenticios como
Zilpaterol y clenbuterol es lo que se administra con mas frecuencia en la ganaderia destinada a la ceba. Por «
lado, el clenbuterol es uBp-agonista adrenérgico, utilizado en afecciones respiratorias, pero cuando este se
utiliza en dosianas elevadas que la dosis terapéutica se convierte en un anabdlico (entre cinco a diez vec
mayores a su concentracion terapéutica), ademas, es un agente tocolitico, es decir, que retarda el parto
bovinos, cuando se presenta riesgo de aborto o parto prematuro, favorece la sintesis de proteina, retine
nitrégeno y disminuye la produccién de grasa (agente lipolitico), debido a esto se denominan “agente
repartidores de energia” (Blagd,al, 1988). Su efecto positivo en incrementar el peso en diferentes animales
para consumo humano fue descrito por primera vez en 1984 (Baker, 1984tJind985, Rickset al1985 y
Reedset al, 1991). En México y en Sudafrica, ha sido aprobado el usp,-dgonistas como aditivos
alimenticios yson el clorhidrato de zilpaterol y clorhidrato de ractopamina, sin embargo, en México el consumo
de las visceras de animales alimentados con clenbuterol, han causado muchas intoxicaciones en humanos, pt
abuso en el suministro de este aditivo (Avedafio- Reyeal, 2006). El sistema nervioso simpético esta
compuesto por dos moléculas quimicas de sefializacion, son la adrenalina (noradrenalina) y epinefrir
(norepinefrina), estas promueven una respuesta dependiendo del tipo de receptor agonista al que se unar
efecto del clenbuterol a nivel de ganaderia tienen efectos similares a estos neurotransmisorese{@ajcedo
2010); el clenbuterol afecta también los niveles de glucosa ya que altera la segregacion de insulina por |
células beta del pancreas, esto produce a los animales diabetes (Strosberg, 1997). Los efectpageneste
(clenbuterol) anivel de los 6rganos reproductivos tanto de hembras y machos en animales domésticos aun r
estd bien dilucidado; se ha podido determinar quepjemgonistas tienden a incrementar las hormonas
esteroideas ehembras sometidas por un largo periodo de tratamiento con clenbuterol (Gaiegéd@010),

tanto la progesterona JRcomo el estradiol (BZE,) se incremetaron de forma significativa, sin embargo, el
efecto del clenkterol (Clb) sobre el incremento de la testosterona producida en las células del Leydig de los
testiculos es desconocido, ademas, los espermatozoides a nivel de los acrosomas tiende a producir altos niv
de fosfatasa &cida prostética (Stallcup, 1965; Gradtaah, 1967; Aguirreet al, 1988;) y que la misma esta
relacionada con la motilidad de los espermatozoides, pero este concepto en bovinos aun no esta bien dilucida
hay muy pocos estudios sobre la concentracion de esta enzima con respecto a las caracteristicas morfoldgi
del testiculo y epididimo, al igual su efecto en la calidad del esperma y su relacidén con alteraciones metabdlic
a nivel de estos, el objetivo de este estudio fue determinar el efecto del clenbuterol en la variacién de |
fosfatasa acida prostatica en las tres regiones del epididimo (cabeza cuerpo y cola), la relacion del misn
metabolito en suero sanguineo de los mismos animales asi como otros cambios en diferentes paramet
metabdlicos y su relacion en la morfometria testicular.
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Material y métodos

El muestreo se realiz6 en las instalaciones del Rastro municipal de Atlixco, Puebla. Se obtuvieron 150 muestr
de sangre de bovinos mach@o$ taurusX Bos indicu} diferentes, las muestras fueron colectadas en tubos
con EDTA (para realizar recuento diferencial), en otro tubo se colecto sangre sin EDTA para la obtencion de
suero y con esta muestra determinar los diferentes metabolitos sanguineos, se colectaron muestras de testic
de los mismos animales con el objetivo de someterlos a la morfometria (para determinar: largo, ancho y grosc
y a cortes histolégicos para observar la conformacion celular del tejido y determinar cambios morfologicos. Lo
metabolitos que se midieron fueron: glucosa, colesterol, triglicéridos y fosfatasa &acida (total, no prostatica
prostatica), para estas determinaciones se utilizaron kits comerciales de la marca Stanbio LICON y Bio-Syste
(USA), las mediciones se realizaron en un espectrofotémetro “Spectronic 20”. Para los cortes histolégicos, ur
vez obtenidas las muestras de testiculos y epididimo se depositaron en un recipiente con solucién de PBS, e
laboratorio se cortaron en cuadros de 1 centimetro cuadrado los testiculos de cada animal, se procedi6 a fijar
en formaldehido al 10 %, y luego se deshidrataron para su posterior procesamiento de tincién de rutina mediar
hematoxilina y eosina (H & E).

Andlisis estadisticoa los datos obtenidos se les realizd6 un analisis de varianza (ANOVA), con el programa
estadistico Stat-2 (Olivares, 1984), y para determinar la significancia entre promedio se utilizé Duncan Nev
Multiple Range Test, Se graficaron con el programa Cricket graph (Macintosh).

Resultados y discusion

El estudio se desarroll6 con muestreos de animales procedentes del Rastro Municipal de Atlixco, los mismc
correspondieron a 150 animales, de diferentes edades, zonas geogréficas y diferentes BosztamudesX

Bos indicus Todos los animales fueron diagnosticados positivos a clenbuterol al presentar concentraciones c
123,1 + 0,25 ng/mL a 989,4 + 12,8 ng/mL y a través de la condicion corporal que todos los animales
presentaban que fue de 4y 5, todos los animales estaban dentro de los parametros de obesidadgtEdmontc
al., 1989). Cuando se obtuvieron los testiculos de cada animal muestreado se detecto un crecimiento en 32,5¢
atrofia de los mismos de 67,5%, asi como edema del epididimo, el peso de los testiculos fluctué entre 90,5 + ¢
g a 425,9 £ 8,9 g (valores normales van de 200-300 g, segun Smidt y Ellendorff, 1972 ), los mismos &
realizarles un corte para realzar frotis testicular resulté en ausencia de espermatozoides a nivel del epididir
(cabeza, cuerpo y cola) en un 92% de los animales, solo detectdndose liquido seminal; en animales en el qut
obtuvo semen, los espermatozoides presentaron anormalidades espermaticas como: 60% de los espermatozc
sin cola, pocos espermatozoides viables (42%), sin embargo, es el clenbuterol quien inhibe la maduracic
testicular porque produce aumento de la temperatura a consecuencia del incremento del metabolismo
posiblemente por la baja produccion de la hormona testosterona a nivel de las células intersticiales de Leyc
(Caicedoet al, 2010). En el andlisis de los parametros metabdlicos, si lo comparamos con los valores de |;
literatura (Rickset al, 1984), los datos demuestran, que los triglicéridos se incrementan de 79,5+7,5 mg/dL en
animales controles a 360,0+34,3 mg/dL en animales tratados con clenbuterol, esto comprueba el efecto lipoliti
del clenbuterol, al degradar la grasa, los adipocitos o células de grasa almacenan grandes cantidades
triglicéridos que ocupan en su totalidad las células, pero estas contienen lipasas, enzimas que catalizan a
triglicéridos almacenados, liberando &acidos grasos, que son exportados a otros lugares donde se requi
energia, esta energia se manifiesta con el incremento de la temperatura corporal, por otro lado, el clenbuterol
une a los adipocitos, a través del ion cloro, permitiendo la ruptura de los adipocitos, liberando grande
cantidades de triglicéridos al torrente sanguineo (Mersmann,1998), es por ello que se encontraron altos nive
de triglicéridos en la sangre; mientras que en el colesterol, los valores fluctuaron de 127,3+6,5 mg/dl e
animales controles a valores de 249,6+2,3 mg/dL en animales tratados con clenbuterol, la produccion c
colesterol esta regulada por concentraciones intracelular y por las hormonas glucagon e insulina. El pa:
limitante de la velocidad de la ruta del colesterol es la conversion3-belroxi-B-metilglutaril-CoA
(HMG.CoA) en mevalonato; la enzima que cataliza esta reaccion, la HMG-CoA reductasa, esta enzima existe ¢
forma fosforilada (inactiva) o desfosforilada (activa), el glucagén facilita la fosforilacién (inactivacion),
mientras que la insulina promueve la desfosforilacién activando la enzima y se favorece la sintesis de colester
con base a esto, se puede decir que concentraciones elevadas de colesterol activan la enzima ACAT,
aumenta la esterificacion de colesterol para su almacenamiento, y este colesterol elevado disminuye
transcripcién del gen que codifica al receptor de la LDL (low density lipoprotein), reduciendo la cantidad de
receptores y por lo tanto, la captacion de colesterol de la sangre y es aqui donde actla el clenbuterol, c
provoca lo niveles elevados en el suero de los animales que consumen alimentos con alto contenjiie de este
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agonista-adrenérgico; la glucosa vario de 58,3+1,6 mg/dL en animales controles a valores de 25,7+1,7 mg/dL «
animales tratados con clenbuterol, en este pardmetro hay una disminucion de los niveles de glucosa, |
animales muestreados en su mayoria desarrollan una diabetes y deficiencia del pancreas e hipotiroidisr
(Strosberg, 1997), segun Blum y Flueckiger, 1988; Zimmerli y Blum, 1990, el clenbuterol tiende a inhibir la
produccion de insulina, en mamiferos, los datos obtenidos en este estudio colaboran con esta hipétesis, ya |
los animales exhiben una drastica disminucidn o alza subita repentina de glucosa. Por otro lado, la fosfata
acida prostatica de los animales controles su valor fue de 3,87+2,3 U/L en comparacion con los animale
tratados con clenbuterol cuya concentracion obtenida fue de 11,3+6,2 U/L, todos esto valores, su incremento f
significativo (*p <0,05 y **p<0,01). Estos valores indican que estos animales presentan una anormalidac
fisiolégica a nivel de la glandula prostética y epididimo producen una disminucion del tamafio de los testiculos
y revela que a corto plazo, estos animales puedan desarrollar cancer prostatico con metastasis y que ¢
anomalia estd ligada al tiempo de alimentacién con clenbuterol, se recalca que los animales que s
alimentados con esf-agonista por mas de 110 dias continuos desarrollan este parametro enzimatico que est
por encima de logalores de animales controles, se agrega a este andlisis que grandes elevaciones de fosfat:
acida prostatica se encuentra relacionado con casos de cancer prostatico con un posible desarrollo de metast
esto justifica no solo las altas concentraciones de este y otros metabolitos o las bajas de los mismos, sino |
los niveles elevados de clenbuterol que presenta a nivel de sangre. Los valores detectados en este estudio
mas elevados que los que encontré Medway (1990), sin embargo, los animales que utilizé Medway no fuerc
animales alimentados con aditivos alimenticios (clenbuterol), los animales en el estudio de Medway (1990
estaban bajo un sistema extensivo, mientras que los animales de este estudio fueron animales sometidos ¢
sistema intensivo y estabulado, alimentados [sagonista (clenbuterol), cuya concentracibn en suero son
mayores a los edikecidos por la FAO/WHO (Edmonton et,aB89 y FAO/WHO. 1992, que es de 125 ng/mL).

Las dosis dadas a los animales fue 10 veces mayor a la estipuladaG@miex Alimentario de la FAO, (0.8
ug/kg, dos veces al dia). Los datos que en este trabajo se presentan son preliminares, ya que se prete
incrementar el numero de animales, como también realizar en examen androldgico e histoldégico de cac
testiculo y epididimo obtenido de cada animal

Conclusiones

En base a los estudios previos y los datos que se han obtenido en este estudio, se concluye lo siguiente:
administracion de Clb, a dosis anabolizante, causa una alteracion de la funcionalidad del eje hipotalame
hipofisis-adrenal-gonadal-hepatico en bovinos, que en algunos casos es reversible, después de un periodo
retirada o cuarentena y en otros no. Al detectar un aumento en los niveles de fosfatasa acida prostatica est:
relaciona con carcinoma de prostata, infarto prostatico, traumatismo prostético, hipertrofia benigna de prostat
prostatitis, hepatitis, ictericia obstructiva, cirrosis hepética, hiperparatiroidismo, alteracioén renal aguda, entr
otros. Este estudio preliminar demuestra que el clenbuterol (Clb) tiene un marcado efecto en la produccion
maduracién de los espermatozoides a nivel de los tibulos seminiferos. Se quiere mencionar a demas que est
el primer estudio que se realiza del clenbuterol en cuanto a su efecto en las estructuras reproductivas en bovi
machos, de esta manera se contribuye a quédeatmnista es un precursor de muchos metabolitos toxico al
organismo, y queantribuye al deterioro de la capacidad reproductiva de animales con alta carga genética y
merma también la conservacion de especies criollas de muchas zonas zoogeogréficas de México.
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