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ABSTRACT

Effecten van orale toediening van clenbuterol aan mannelijke ratten: een pilotstudie
Effects of oral administration of clenbuterol to male rats: pilot-study (in Dutch)

Report 99.001
M.). Groot, 1.5. Ossenkoppele

3 tables, 11 photo's, 18 references

During 28 days male rats were fed feed containing clenbuterol. Group A received feed without
clenbuterol (2 animals), group B received feed with 1 mcg clenbuterol per kg (2 animals), group C
received feed with 0.5 mg clenbuterol per kg (2 animals) and group D received feed containing 1 mg
clenbuterol per kg (2 animals).

There was no difference in feed intake between the groups, whereas the animals of the groups C
and D reached a higher bodyweight. The weights of the muscles were also increased in the
clenbuterol fed animals of groupes C and D and the weight of the liver was reduced in these groups.
Histological examination revealed mild toxic hepatitis in the clenbuterol fed animals, the group D
animals showing the most evident alterations. The clenbuterol fed animals showed some necrotic
fibers in the heart muscle. The adrenal and thymus showed atrophic changes in the clenbuterol fed
animals and there were small changes observed in the testes and prostate.

It is concluded that male rats fed clenbuterol at low concentrations (0.5-1 mg clenbuterol per kg
food) showed improved growth rate and feed conversion, whereas histopathological changes
occurred in liver, heart, adrenal, thymus, prostate and testis, Similar observations have previously
been reported for clenbuterol fed cattle. These studies of histopathological effects of clenbuterol
indicate that rats may be used as a model for cattle with respect to clenbuterol.

Keywords: clenbuterol, rats, histology, organ weights



VOORWOORD

Hierbij willen wij de medewerkers van het Centrum Kleine Proefdieren bedanken voor hun inzet en
bijdrage voor het slagen van dit dierexperiment.
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SAMENVATTING

Aan mannelijke ratten is gedurende 28 dagen clenbuterolhoudend voer verstrekt in 3 doseringen.
Groep A kreeg voer zonder clenbuterol (2 dieren), groep B kreeg 1 mcg clenbuterol per kg voer (2
dieren), groep C kreeg 0.5 mg clenbuterol per kg voer (2 dieren) en groep D kreeg 1 mg clenbuterol
per kg voer {2 dieren).

De voeropname verschilde niet tussen de groepen, maar de dieren van groep C en D hadden een
wat hoger eindgewicht. De spiergewichten waren ook hoger bij de met clenbuterol gevoerde dieren
van groep C en D, terwijl bij deze groepen de levergewichten lager waren.

Bij histologisch onderzoek bleek dat de met clenbutercl gevoerde dieren geringe leverafwijkingen
vertoonden (toxische hepatitis), welke het meest uitgesproken waren in groep D. Ook vertoonden
de dieren uit de groepen B, C en D, necrotische vezels in de hartspier. De bijnier en thymus
vertoonden atrofische verschijnselen en de testikel en prostaat vertoonden geringe afwijkingen.
Geconcludeerd wordt dat lage doseringen clenbuterol door het voer bij mannelijke ratten positieve
effecten heeft op groei, voederconversie en spiergewicht, maar tegelijkertijd leiden tot
histopathologische veranderingen in hart, lever, bijnier, thymus, testikel en prostaat. Vergelijkbare
histopathologische effecten zijn gerapporteerd bij met clenbuterol behandelde runderen. Op grond

van deze effecten lijkt het mogelijk de rat als modeldier voor het rund te gebruiken wat betreft
clenbuterol.



1 INLEIDING

litegaal gebruik van clenbuterol als herverdeler is een punt van aandacht voor de vleesproducerende
industrie. Met name bij runderen, vleeskalveren en vleesstieren is gebruik van clenbuterol lucratief.
Uit dierproeven is gebleken dat gebruik van beta-agonisten, naast een gunstiger vlees-
vetverhouding, leidt tot degeneratieve veranderingen in de prostaat van geit en kalf (3). Tevens is bij
beide diersoorten een toxische hepatitis waargenomen. In de prostaat was de meest opvallende
verandering vacuolisatie van het klierweefsel, bi] de geit is tevens necrose van klieracini waargeno-
men. Onderzoek van praktijkmateriaal (7) laat zien dat een zeer groot deel van de onderzochte
prostaatcoupes van vleeskalveren deze vacuolisatie vertoont.

In een pilotonderzoek bij vieesstieren werd echter geen vacuolisatie van de prostaat waargenomen.
Wel werden degeneratieve afwijkingen aan de testikels gezien en vertoonde de behandelde dieren
een toxische hepatitis {6).

Bij ratten is zowel toxiciteitsonderzoek uitgevoerd (12, 18) als proeven betreffende de groeibevor-
derende effecten van clenbuterol {9, 11, 13, 14, 15, 16, 17). In toxiciteitsstudies bij ratten zijn orale
doseringen van 0.5, 2.5, 5 en 25 - 100 mg/kg lichaamsgewicht toegediend via een maagsonde
gedurende 13 weken. Hierbij werden tot 5 mg/kg geen duidelijke effecten gevonden, maar wel vanaf
25 mg/kg (overmatige activiteit, uitpuilende ogen, krampen en sterfte) (18). De volgende organen
zijn hierbij gewogen en histologisch onderzocht: hart, lever, long, nier, milt, thymus, hersenen,
hypofyse, schildklier, bijnier, prostaat, testis en ovaria. Alleen bij de met krampen gestorven dieren
werden afwijkingen gevonden {longoedeem, hyperaemie longvaten, erythrodiapedesis en leverstu-
wing). In een 18 maanden durend experiment werden dieren behandeld met doseringen van 0.1, 0.5
en 2.5 mg/kg lichaamsgewicht via het voer. De behandelde dieren hadden een wat grotere voerop-
name en groeiden wat meer dan de controles. De glycogeengehalten in hart en skeletspieren waren
wat lager dan in de controles. Verder werden geen duidelijke afwijkingen geconstateerd. Er is
histologisch onderzoek uitgevoerd aan een groot aantal weefsels en organen. Als enig effect werd
een dosisafhankelijke bradycardie waargenomen (18). De orale LD50 voor ratten is vastgesteld op
315 mg/kg, 1 mg/kg wordt beschouwd als de maximaal tolereerbare dosering in perinatale
toxiciteitstesten {12).

Naast toxiciteitsstudies zijn ook herverdelingsstudies bij ratten uitgevoerd. Hiervoor zijn veel lagere
doseringen toegepast, n.l. 2.5, 25 en 50 mcg/kg i.m. gedurende 21 dagen bij volwassen vrouwelijke
ratten (14). Dit resulteerde in een sterke toename van de dagelijkse gewichtstoename (resp. 60 %,
60% en 100 % meer dan de controle), een afname van het relatieve levergewicht (4 % voor de
controles, 3.5 % bij de behandelde dieren) en een significante verhoging van UDPGT (UDP-
glucuronyltransferase) activiteit in de lever. Uteri van de behandelde ratten waren vergroot en
gevuld met muceus secreet. De serum oestradiol en progesteron gehalten waren echter verlaagd bij
de twee hogere doseringen. Re (15, 16) gebruikte dezelfde doseringen (ook i.m.} en behandelingstijd
bij vrouwelijke ratten. Ook hij vond een mucometra bij de behandelde dieren en de ovaria
vertoonden tekenen van verminderde activiteit. Histologie is alleen gedaan op de uterus en ovaria.
In de uterus vond men verwijding van de klieren, welke bekleed waren met plat epitheel, in de
ovaria oude corpora lutea en atretische tertiaire follikels. Er een toename in het cestrogeenrecep-
torgehalte in de uterus van de twee hoogste doseringsgroepen gevonden. Progesteronreceptorcon-
centraties waren niet veranderd. De groei en voederconversie waren verbeterd bij de behandelde
dieren. De groei was resp. 31 %, 56 % en 107 % meer dan de controles. Serum oestradiol en
progesteron waren verlaagd (niet significant). Van de leverenzymen was de UDPGT activiteit
verhoogd (35,6 %).

Hesketh, (9) onderzocht eiwit aanzet in de musc. gastrocnemius bij mannelijke ratten van 60 gram
behandeld gedurende 1, 2, 4 en 7 dagen met voer waarin 2 mg/kg (2 mcg/g) clenbuterol. Na twee
dagen was het spiergewicht 9 % verhoogd, na 7 dagen was dit effect nog sterker {50 % toename
netto gewicht). Er is geen histologisch onderzoek uitgevoerd. Maltin (13) gebruikte doseringen van 2
mcg/rat/dag via het voer en zag na 7 dagen een toename van de skeletspiermassa van 21 %. Sillince
{17), behandelde vrouwelijke ratten (120 gram} oraal via het voer en per injectie (s.c. of i.m.) met



clenbuterol gedurende 10 dagen in een dosering van 0.3 mg/kg lichaamsgewicht. Ook hier werd 22
% meer groei, een betere voederconversie, 26 % zwaardere pootspieren, een 27 % zwaarder hart en
30 % minder vet waargenomen. Er is geen histologisch onderzoek uitgevoerd. Ook Kim (11), meldt
bij ratten een toename van de skeletspiermassa van 20-30 % na 8-14 dagen behandelen met
clenbuterol (dosering niet genoemd).

Uit deze literatuurgegevens blijkt dat bij de rat hoge doseringen clenbuterol toxisch effecten
veroorzaken als gevolg van sympathicomimetische stimulatie {B2-effecten op hart, spieren, longen),
terwijl veel lagere doseringen positieve effecten hebben op de groei en spieraanzet en hormonale
effecten hebben op de geslachtsorganen.

In deze proef worden de effecten van subacute orale toediening van lage doseringen clenbuterol bij
de rat in kaart gebracht. Dit om mogelijke effecten te bepalen bij mannelijke ratten en tevens om na
te gaan of de rat als modeldier voor het rund kan dienen voor wat betreft het bestuderen van
effecten als gevolg van het gebruik van clenbuterol.

2 MATERIAAL EN METHODEN
2.1 Proefdieren

De dierproef is uitgevoerd op het Centrum voor Kleine Proefdieren {CKP) van de Landbouw
Universiteit te Wageningen. Er zijn 8 mannelijke ratten voor het experiment gebruikt, 6 dieren zijn
gevoerd met clenbuterolhoudend voer, 2 dieren kregen controlevoer.

De dieren werden in groepjes van 2 dieren per kooi op bedding gehouden. De voeding bestond uit
AIN 76 ad lib en drinkwater ad lib. De ratten waren aan begin van de proef 6 weken oud, aan het
eind 10 weken. De proefdieren waren gehuisvest in een gesloten afdeling met afzuiging (in de
ballon). De proefdieren kregen, na een week gewenperiode, gedurende 28 dagen gemedicineerd
voer, de controledieren kregen de gehele periode voer zonder clenbuterol. Na 28 dagen zijn de
dieren doodgemaakt door ethernarcose en decapitatie.

2.2 Proefschema:

groep A: geen clenbuterol (2 dieren, dier 506 en 507)

groep B: 0,1 mcg/kg lichaamsgewicht clenbuterol {2 dieren, dier 501 en 509)
groep C: 50 mcg/kg lichaamsgewicht clenbuterocl (2 dieren, dier 503 en 504)
groep D: 0,1 ma/kg lichaamsgewicht clenbuterol (2 dieren, dier 505 en 508)

Dosering clenbuterol door het voer.

A: Controle alleen AIN zonder toevoegingen

B: AIN met 1 mecg/kg clenbuterol

C: AIN met 0,5 mg/kg clenbuterol

D: AIN met 1 mg/kg clenbuterol

Clenbuterol (clenbuterol hydrochloride € 5423} is gekocht bij Sigma Chemie Zwijndrecht, Nederland.

2.3 Bepalingen

De groei per dier per dag, de voer- en wateropname per week, per dier en per groep zijjn
geregistreerd. Bij de sectie is gekeken naar mogelijke macroscopische pathologische afwijkingen.

Bij sectie zijn de volgende organen gewogen: hart, testis, prostaat, lever, nieren, bijnieren, schild-
klier, long, milt, thymus en spier {(musculus gastrocnemius).

Er is histologisch onderzoek verricht op de volgende organen: prostaat, testis (beide), lever, nieren
(beide), schildklier, ogen (één), bijnier (beide), long, milt, thymus, spier {m. gastrocnemius), hart en
trachea.



Alle organen zijn gefixeerd in 4 % gebufferde formaldehyde, behalve de testes waarbij 1 testikel
gefixeerd is in 4 % gebufferde formaline en de andere gefixeerd is in Bouin's Hollandais fixatief. Na
routinematige inbedding in paraffine zijn coupes gesneden van 5 pm dik. De coupes zijn gekleurd
met Haemaluin-Eosine overzichtskleuring volgens Mayer (HE), Weigert Van Gieson (WVG)
bindweefselkleuring, Periodic Acid Schiff (PAS) glycogeen/koolhydraatkleuring. De prostaten zijn
tevens gekleurd met de gecombineerde Alcian Blauw-Periodic Acid Schiff (AB-PAS) kleurtechniekvoor
zure en neutrale mucines. De levers zijn tevens gekleurd met Perls Prussian Blue {PPB) voor ijzer,
Fouchet voor gal, Di-Methyl Amino Benzylidine Rhodanine (DMABR} koperkleuring en
Diaminobenzidine {DAB) voor aankleuring van endogene peroxidase activiteit.

Als extra controlemateriaal zijn coupes gebruikt van 10 controleratten (5 mannelijke en 5 vrouwelij-
ke dieren) van dezelfde leeftijd uit een andere proef. Tevens is een extra controledier meegenomen
om sectie-ervaring op te doen. Dit dier, nr. 500, is een week eerder doodgemaakt dan de andere
dieren.

3 RESULTATEN
3.1 Zodtechniek

De proef is zonder problemen verlopen. Er was geen uitval en de dieren namen het gemedicineerde
voer goed op. De eindgewichten van de dieren en de gewichten van de organen zijn weergegeven
in Tabel 1. Hoewel het hier om een pilotproef met een zeer beperkt aantal dieren gaat, ziin enkele
tendenzen waarneembaar.

De dieren uit groep C en D waren wat zwaardar dan de controles. Dit gold ook voor de gewichten
van de spieren en het hart. Het gewicht van de levers van met clenbuterol behandelde dieren uit
groep C en D was lager dan dat van de controledieren. :

Het voer en waterverbruik is weergegeven in de Tabel 2. Er was geen verschil in voerverbruik tussen
de groepen. Het waterverbruik van groep B was groter dan dat van de andere proefgroepen.

Ook de groei per dier per dag is weergegeven in Tabel 2. De dieren van groep C en D bereikten een
hoger eindgewicht en hadden een wat grotere groei per dier per dag. Een betere groei in
combinatie met een gelijk voergebruik impliceert een betere voederconversie (= kg voer/kg groei).

3.2 Histopathologie

Bij de sectie werden geen afwijkingen bij de dieren waargenomen. Bij histologisch onderzoek
werden de volgende waarnemingen gedaan:

Lever

De leverafwijkingen bij groep B bestonden uit galgangproliferatie, solitaire cel necrose (apoptosis)
en plaatselijk kernveranderingen, bij groep C waren galgangproliferatie, apoptosis (foto 1), toename
van lymfocytaire infiltratie, activatie van Kuppfercellen opvallend en bij groep D galgangproliferatie
{foto 2), wat periportale fibrose, apoptose, enkele focale necrosehaardjes (foto 3), activatie van de
eindplaat, activatie van Kuppfercellen en wat lymfocytaire infiltratie aanwezig. Tevens waren bij
groep D veel afwijkende kernen, dubbelkernen, anisokaryose, kernen met een lichte ring (halo)
erom (foto 4) waarneembaar. Bij alle groepen waren ook haardjes van basofiele cellen zichtbaar met
name rond de centraalvene (foto 5). De opvallendste veranderingen zijn weergegeven in Tabel 3.

Hart

De afwijkingen aan het hart bestonden uit het plaatselijk voorkomen van acidofiele vezels {foto 6)
wijzend op spierdegeneratie bij de groepen B, ¢ en D. kernen van deze vezels vertoonden pyknose
of waren verdwenen. Er was nauwelijks reactie rond de aangetaste vezels (foto 7).



Thymus
De thymus vertoonde een toename in het aantal sterrehemelcellen {lytische lymfocyten, foto 8) in de
schors en lytische haardjes in het merg bij de groepen Cen D.

Testis

In de testis was bij de dieren uit alle groepen plaatselijk centraal debris in de tubuli waarneembaar.
Verder was een er een geringe toename van het aantal Sertolicellen en wat degeneratie van de
basale gonocyten bij de groepen Cen D.

Prostaat

In de prostaat was een toename van het aantal apoptotische cellen (foto 9} in het epitheel bij de
groepen C en D. Perifeer was bij de meeste dieren uit groep B, C en D afwijkend dysplastisch
klierweefsel waarneembaar {foto 10). Hierbij was het epitheel onregelmatig en blazig, basale
vacuolisatie viel op {foto 11), maar dit zou plaatselijk een artefact kunnen zijn. Ook was er wat meer
plat epitheel bij de groepen B, Cen D.

Nier

In de nier waren bij dieren uit alle groepen plaatselijk kalkneerslagen waarneembaar op de
schors/merg overgang. Tevens waren bij alle dieren op de schors/merg overgang veel cellen met
pyknotische kernen waarneembaar. Bij de dieren uit de groepen C en D waren enkele afwijkende
glomeruli met hyperplasie van de juxtaglomerulaire cellen waarneembaar.

Bijnier

In de bijnier viel op dat bij de dieren uit de groepen C en D de schors, met name de zona fasciculata
en reticularis een compact aanzien had doordat de cellen klein waren en eosinofiel aankleurden.
Ook waren de cellen veel minder gevacucliseerd dan de controles.

In de long, schildklier, retina, milt, spier en trachea waren geen duidelijke verschillen tussen de
groepen waarneembaar. De beschrijving van de organen van de individule dieren en de controles
zijn weergegeven in bijlage 1.

DISCUSSIE

Uit de resultaten van de dierproef blijkt dat bij de mannelijke rat op lage doseringen clenbuterol
door het voer (0,5-1 mg/kg voer) effecten worden waargenomen op de groei, orgaangewichten van
lever, hart, en spieren en histologie van hart, lever, thymus, bijnier, prostaat en testis.

Hoewel de aantallen te klein waren voor statistische verschillen zijn bepaalde tendenzen zichtbaar.
In overeenstemming met de literatuur werd een betere groei en voederconversie waargenomen
resulterend in een grotere spiermassa. In overeenstemming met Nebbia (14} was een tendens tot
lagere levergewichten bij de behandelde dieren van groepen Cen D.

In toxiciteitsstudies {12, 18) zijn weinig histologische veranderingen waargenomen. In de later
uitgevoerde herverdelingsstudies is, behalve van het vrouwelilk geslachtsapparaat (15, 16}, geen
histologisch onderzoek uitgevoerd.

In deze proef waren opvallende veranderingen in de lever waarneembaar. Dergelijke veranderingen
zijn ook waargenomen bij met clenbuterol en andere B-agonisten behandelde kalveren, stieren en
geiten (3, 4, 5, 6). Bij deze diersoorten werd ook een opvallende teoename van het vetgehalte in de
lever waargenomen. Bij deze ratten proef is het vetgehalte in de lever niet bepaald. Clenbuterol in
lage dosering blijkt een duidelijk toxisch effect te hebben op de lever van zowel ratten als
herkauwers. Ook bij in vitro onderzoek bleek clenbuterol toxische effecten in de lever te induceren
(10).

In tegenstelling tot herkauwers werd bij de ratten spierdegeneratie in het hart waargenomen.
Ratten en honden zijn gevoelig voor effecten van sympaticomimetica op het hart (1). Door
vasoconstrictie veroorzaakte ischemie leidt tot necrose van spiervezels (2). De adrenerge stimulus
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versterkt de transmembrane calcium influx, wat leidt tot een versterkte contractie en contractiefre-
quentie van de coronairvaten, waardoor extra energie en zuurstof worden verbruikt. De minst
doorbloedde gedeelten van het myocard kunnen hierdoor hypoxisch worden en ten slotte
degenereren {2).

Wat betreft het geslachtsapparaat zijn bij vrouwelijke dieren histologische effecten waargenomen in
de ovaria en uterus (14). Bij mannelijke kalveren en geiten zijn effecten waargenomen op de
prostaat (4, 5) en bij stieren op de testis (6). Bij deze mannelijk ratten zijn geringe veranderingen in
de prostaat en testis waargenomen, beide van degeneratieve aard. Deze effecten kunnen zowel
direct, door veranderde doorbloeding, als indirect via het hypothalamohypofysaire systeem
veroorzaakt worden. Bovendien is het mogelijk dat een veranderd metabolisme in de aangetaste
lever een bijdrage levert.

De thymus en bijnier vertoonden atrofische verschijnselen. Een oorzaak hiervoor zou een verhoogde
sympaticotonus kunnen zijn. Vergelijkbare effecten worden gezien onder invloed van stress (2). Of
clenbuterol immuunsuppressieve effecten heeft is uit deze proef niet duidelijk.

Het gebruik van ratten als model voor landbouwhuisdieren lijkt uit deze pilot voor wat betreft
clenbuterol goed mogelijk. Niet alleen had de behandeling positieve effecten op groei, voederco-
versie en spieraanzet, tevens werden histopathologische veranderingen waargenomen die
overeenkomsten vertonen met wat is waargenomen bij runderen. In een grotere proef waarbij ook
vrouwelijke dieren worden behandeld zal dit model verder gevalideerd moeten worden. Gebruik
van ratten in plaats van kalveren kan een enorme kostenbesparing opleveren.

4 CONCLUSIE

Uit deze pilotproef met mannelijke ratten 28 dagen gevoerd met voer waarin in lage dosering
clenbuterol was gemengd bleek dat clenbuterol in de doseringen 50-100 mcg/kg lichaamsgewicht
duidelijk positieve effecten heeft op groei en voederconversie. Daarnaast was er een toename in
spiermassa en een afname in het gewicht van de lever. Histologisch vertoonden de dieren toxische
hepatitis, necrotische vezels in de hartspier, atrofie van de thymus en bijnier en degeneratieve
effecten op de prostaat en de testis. Deze effecten komen voor een groot deel overeen met wat is
waargenomen bij runderen en wijzen op de mogelijkheid van gebruik van ratten als modeldier om
histologische effecten van clenbuterol verder te bestuderen. In een grotere proef waarbij ook
vrouwelijke dieren worden behandeld zal dit model verder gevalideerd moeten worden.
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Foto 1: Lever van een dier uit groep C, apoptotische cel (pijl), HE 400 x.




Foto 3: Lever van een dier uit groep D, necrosehaardje (pijlen), HE 250 x.




Foto 5: Lever van een dier uit groep D, basofiele cellen (pijl) bij de centraal vene, HE 400 x.

Foto 6: Hart van een dier uit groep B, gedegenereerde spiervezels (pijl), HE 400 x




Foto 7: hart van een dier uit groep D, bundel gedegenereerde spiervezels (pijlen), het cytoplasma

kleurt eosinofieler dan de normale vezels, terwijl de kernen kleiner en donkerder zijn.
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schors,
, 250 X.
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Foto 9: Prostaat van een dier uit groep B, apoptose in het normale epitheel (pijl), HE 400 x.




Foto 11: Prostaat van een dier uit groep B, onregelmatig, blazig epitheel met vacuolen (pijl) HE 250
X.




