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RESUMEN

En el &mbito internacional el uso del clembuterol se esta incrementando para
mejorar el rendimiento en canal de varias especies domésticas. El presente estudio
fue planteado para evaluar los efectos de la ingesta de higado contaminado o no
con clembuterol sobre la cantidad, motilidad y viabilidad espermatica, asi como una
evaluacion del efecto de este agonista f2-adrenérgico en el area epitelial en ratones
de la cepa CD1 de 21 dias de edad, se manejaron tres grupos (Control, Higado e
Higado + Clb) con 12 ratones macho. Al grupo Control se le alimenté Unicamente
con alimento Harlan 2018s para ratones; al grupo Higado se le administré una
mezcla 2:1 de Harlan 2018s e higado de res libre de clembuterol y el grupo Higado
+ Clb fue alimentado con una mezcla 2:1 de alimento Harlan 2018s e higado de res
de animales tratados con clembuterol. 90 dias después de iniciado el tratamiento,
fueron sacrificados y llevados al laboratorio donde se disecaron los epididimos y se
procedi6 a la obtencion de los espermatozoides de la cola del epididimo y conducto
deferente. Se evalu6 la motilidad del espermatozoide en progresiva rapida, lenta, in
situ o0 inmovil. Para los cortes histolégicos se fijaron los testiculos y se deshidrataron
se procedi6 a la inclusion en parafina para pasar a los cortes de 10 um de acuerdo
con el manual Erma Tokyo. Después se utilizé la técnica de tincion Hematoxilina-
Eosina (H-E), por ultimo, fueron cubiertos con resina sintética para su analisis por
microscopia. Los resultados muestran una disminucion significativa en el nimero
de espermatozoides en el grupo de Higado + Clb respecto a los otros grupos, la
motilidad progresiva rapida se increment6d y disminuyeron los espermatozoides
inmoviles en este mismo grupo con respecto a los otros grupos. En la parte
histologica el Area Epitelial total de los tibulos seminiferos del grupo Higado + Clb
se disminuy6 significativamente con respecto a los otros grupos. Nuestros
resultados sugieren que en el raton la ingesta de higado contaminado por
clembuterol provoca una disminucion de espermatozoides, incrementa la motilidad,
disminuye los espermatozoides inmoviles y disminuye el area epitelial de los tubulos

seminiferos.



1. INTRODUCCION

Las vias de sefalizacion hormonal y nerviosa intervienen en todos los
procesos reproductivos de los mamiferos, tanto en hembras como en machos,
también la diferenciacion sexual, la produccién de gametos y el control de la funcion
gonadal por parte del hipotalamo y la hipofisis (Couse et al., 2006). El sistema
reproductor masculino esta conformado por los testiculos, los conductos seminales,

las glandulas sexuales accesorias y el pene (Setchell y Breed, 2006).

El clembuterol es uno de los esteroides anabdlicos mas conocido en el area de
produccion de carne, tema de estudio del presente trabajo debido al alto grado
residual que deja esta sustancia en los tejidos comestibles y sus posibles
repercusiones en la salud publica (Dominguez-Vara et al., 2009). Promueve la
disminucién de grasa corporal y aumenta la cantidad de proteina muscular ya que
inhibe la protedlisis y amplifica la lipolisis, pueden estimular cambios morfologicos,
histoldgicos y bioquimicos en varios oOrganos de los animales expuestos. La
exposicion prolongada al clembuterol induce un cambio en los niveles de estrogeno

y la progesterona en el sistema reproductivo (Odore, R., et al., 2007)

1.1 Testiculos

Los testiculos son estructuras ovoides, que se encuentran adentro de las
bolsas escrotales por fuera de la cavidad abdominal, estdn cubiertos por una
capsula blanca fibrosa llamada tunica albuginea, contienen varios tibulos muy
retorcidos denominados tubulos seminiferos, donde ocurre la espermatogénesis.
Estos tubulos se contindan a través de los conductos eferentes y la denominada red
testicular (rete testis) con el epididimo, un érgano con forma de coma localizado a
lo largo del borde posterior testicular que tiene tres porciones. La cabeza, el cuerpo
o porcion central, y la cola (Tresguerres y Salazar, 2005). Las dos funciones
primarias del testiculo son la espermatogénesis y la esteroidogénesis (sintesis de

androgenos). Los andrdégenos, sobre todo la testosterona, son indispensables para



la espermatogénesis, cumplen una funcion importante en el desarrollo del embrion
para que el feto adquiera el fenotipo masculino (Ross y Wojciech, 2009). Las células
Leydig estan localizadas en el compartimento intersticial entre los tubulos
seminiferos del testiculo, secretan androgenos que inducen la diferenciacion del
conducto mesonéfrico (de Wolff) en el epididimo y conducto deferente y algunas de
las glandulas sexuales accesorias y los genitales externos como el pene y en la
mayoria de los euterios, un escroto (Setchell y Breed, 2006). También son la fuente

principal de testosterona en machos adultos (Gong, et al., 2009).
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Figura 1. Organizacién interna del testiculo y epididimo. Modificado de Constantinescu, 2007.

Los tubulos seminiferos estan revestidos por un epitelio estratificado

altamente especializado, denominado epitelio germinativo o seminifero.
1.2 Espermatogénesis
La espermatogénesis es el proceso mediante el cual las células germinales

inmaduras sufren division, diferenciacion y meiosis para dar lugar a espermatidas

alargadas haploides y altamente especializadas (De Kretser, et al., 1988).



En el adulto, los tdbulos seminiferos estan compuestos por dos poblaciones
celulares: una poblacion no proliferativa de células de sostén, las células de Sertoli,
gue forman la membrana basal de los tubulos, y una poblacion proliferativa de
células germinativas, que migran continuamente desde la periferia del tdbulo hacia
la superficie luminal libre. Las Células germinales constituyen la mayor parte del
tubulo seminifero y se distribuyen de forma ordenada desde la membrana basal a
la luz tubular, de menos a mas diferenciadas (Tresguerres y Salazar, 2005). Los
elementos germinativos consisten en sucesivas generaciones de células dispuestas
en el epitelio formando capas concéntricas bien definidas y comprenden, desde la
periferia hacia el lumen, las espermatogonias, los espermatocitos y las
espermatidas. El desarrollo de las células germinales esta intimamente asociado

con las células de Sertoli (Geisinger, 2003).

Las células de Sertoli se dividen en el periodo fetal y neonatal temprano. Al final
del periodo proliferativo sufren cambios morfolégicos para asumir un estado
terminalmente diferenciado capaz de apoyar el desarrollo de células germinales, la
alteraciéon puberal de factores que potencian su proliferacién o interfieren con su
maduraciéon producen cambios en el tamafo testicular y en el potencial
espermatogénico del adulto. Asi pues, la duracion del periodo proliferativo y el
namero de células de Sertoli producidas, junto con el periodo de maduracion
subsiguiente, determinan el potencial espermatogénico del testiculo, con cada

célula de Sertoli capaz de soportar un numero finito de células germinales.

La regulacion endocrina de la espermatogénesis se lleva a cabo a través de un
lazo clasico de retroalimentacion negativa (Figura 2), que implica interacciones entre
el hipotalamo, la hipdfisis y el testiculo (eje hipotalamo-hipoéfisis-testicular). La
produccion de espermatozoides depende de la estimulacién de las gonadotropinas
hipofisarias, hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH), que
son secretadas en respuesta a la hormona liberadora de gonadotropina
hipotalamica (GnRH). LH estimula la sintesis de androgenos por las células de

Leydig del testiculo, que actua localmente para regular la produccion de espermay



se alimenta de nuevo en el hipotdlamo y la pituitaria para afectar la produccion de
GnRH y LH en un bucle autolimitado. La FSH estimula las células de Sertoli para
secretar inhibina B que tiene un efecto de retroalimentacion negativo en la pituitaria

para limitar la sintesis de FSH (O’Donnell, et al.,2006).
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Figura 2. Retroalimentacién negativa en el Control endocrino de la espermatogénesis. Tomado de
O’Donnell, et al.,2006.

1.3 Inervacién

En los mamiferos existen cuatro tipos de fibras en el sistema nervioso periférico:
las fibras eferentes soméaticas (motoras) y las fibras aferentes (sensoriales) que
inervan el musculo estriado y la piel, y las fibras viscerales eferentes y aferentes

gue inervan los musculos lisos y las glandulas.

La funcidon gonadal esta gobernada por el eje hipotalamico-hipofisario y en

menor medida por acciones locales autocrinas y paracrinas. Recientes estudios han
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demostrado la existencia de una via neural multisimpatica entre el cerebro y las
gonadas. Los nervios autbnomos que inervan las gonadas juegan un papel
fisiologico en el control de hormonal del 6rgano reproductivo y ejercen una accion
reguladora sobre el control vasomotor de los testiculos, que estan inervados por la
fibora nerviosa eferente simpatica y parasimpatica, pertenecientes al sistema
nervioso autonomo (SNA). Estos nervios también poseen fibras aferentes
(viscerales sensoriales) que llevan la informacién hacia el sistema nervioso central
(SNC). Ademas de los neurotransmisores clasicos del sistema nervioso autbnomo
como la noradrenalina, adrenalina y acetilcolina, las fibras nerviosas contienen
varios otros neurotransmisores y neuropéptidos que incluyen serotonina, polipéptido
intestinal vasoactivo, sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina y
galanina (Setchell, et al., 1994, Tsafriri y Adashi, 1994) (Gerendai, et al., 2005).

Los 6rganos del tracto reproductivo masculino reciben un suministro de nervios
aferentes y eferentes viscerales, que se derivan de un grupo de ganglios cerca de
la médula espinal, celiaca, aodrtica, caudal mesentérica, hipogastrica y ganglios
pélvicos. El escrotoy el musculo externo cremaster también reciben una inervacion

somatica (Hodson, 1970).

El nervio eferente del testiculo se origina de las neuronas simpaticas del ganglio
espermatico y en menor medida de los ganglios paraadrticos contiguos que reciben
entrada a través de la médula espinal toracolumbar. El nervio espermatico superior
(SSN) se yuxtapone a la arteria testicular y es la fuente primaria de fibras eferentes
gue inervan los testiculos, la mayoria de los nervios en el testiculo surgen del plexo
pélvico (ganglio prostato-vesiculo-deferencial) y llegan al testiculo con la arteria
deferente. Las fibras nerviosas adrenérgicas y colinérgicas alimentan los testiculos
y otras partes del aparato reproductor masculino, incluyendo la arteria testicular, sus

ramas superficiales y la tunica albuginea (Rauchenwald, et al.,1995).
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Figura 3. Esquema que muestra la inervacién de los testiculos y el epididimo de mamifero (gato).
Modificado de Setchell & Breed, 2006.)

El testiculo es suministrado por los nervios espermaticos superiores e inferiores.
El nervio espermatico superior se deriva principalmente del ganglio mesentérico
caudal con alguna contribucion de los plexos celiaco y aértico, y directamente de
los nervios esplacnicos lumbares. El nervio espermatico superior forma un plexo
alrededor de la arteria testicular. Las fibras del nervio espermatico superior entran
en el testiculo con los vasos sanguineos a través del mesorquio. El nervio
espermatico inferior (ISN) deriva del plexo pélvico y puede contener fibras
simpaticas y parasimpaticas. Se extiende a lo largo del conducto deferente hasta la
cauda epididica, desde donde los nervios alcanzan el testiculo a traveés de la
conexion ligamentosa entre la cola del epididimo y la extremidad caudal del testiculo
(Figura 3). (Setchell y Breed, 2006)
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1.4Amigdala

La amigdala, una estructura en forma de almendra situada en cada I6bulo
temporal, este complejo es un conjunto de ndcleos situado en la region subcortical
del I6bulo temporal del cerebro, en su parte anteromedial, profundo al uncus. Queda
inmediatamente anterior a la formacion hipocampica y al extremo anterior de la asta
temporal del ventriculo lateral. Es muy heterogéneo desde el punto de vista
morfolégico y no se considera una unidad funcional. Esta recubierto de corteza
rudimentaria y, posteriormente, se continda con al uncus del giro parahipocampico
(Ledo-Varela, et al., 2007).

Al considerar las conexiones y funciones de "la amigdala”, es importante diferenciar
entre los diferentes nucleos amigdaloides. De hecho, existe controversia sobre si la
amigdala debe considerarse una entidad en absoluto, en lugar de un conglomerado
de areas disimiles relacionadas con el aprendizaje, la motivacion y el miedo (nucleo
central y division basolateral) o a estimulos quimiosensoriales y comportamiento

social (division corticomedial) (figura 4).
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Figura 4. Estructura del complejo amigdalino. Tomado de Hull et al., 2005
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Los estudios en roedores destacan la importancia de la amigdala corticomedial en
la actividad sexual masculina. La amigdala corticomedial es un punto nodal clave
para la integracion de los estimulos quimiosensorial, somatosensorial y hormonal.
En particular, la amigdala medial (Me), transmite estimulos quimiosensores desde
los bulbos olfativos hasta los nucleos de la linea media del area preoptica y el
hipotalamo. Durante el apareamiento, la amigdala recibe estimulos
guimiosensoriales, somatosensoriales y hormonales a través de los bulbos
olfatorios principales y accesorios, el nucleo falaceo subparascicular y los
receptores de esteroides, respectivamente. Las sefiales quimiosensoriales son
transmitidas por las proyecciones de las células mitrales y tufetas en los bulbos
olfatorios a través del tracto olfatorio lateral, terminando en los nlcleos amigdalos
medial y cortical (anterior, posterolateral y posteromedial). En particular, las
proyecciones eferentes del bulbo olfatorio accesorio apuntan a los nacleos medial y
posteromedial, mientras que los bulbos olfatorios principales se proyectan
ampliamente a los ndcleos cortical anterior y posterolateral y a las areas de
procesamiento olfativo en el alocortex ventral. Las lesiones que interfieren con la
transmision de sefiales quimiosensibles interrumpen la actividad sexual masculina
de acuerdo con los requerimientos quimiosensoriales especificos para
apareamiento en esa especie. Ademas, la Me recibe sefiales somatosensoriales
ascendentes del pene y la region perineal retransmitidas a través del nucleo
subparafascicular. Sin embargo, las proyecciones del nucleo subparafascicular no
se limitan a la amigdala: las sefiales somatosensoriales son transportadas
directamente al area preodptica medial (MPOA). Los nucleos corticales medial y
posteromedial también tienen receptores abundantes para andrégenos vy
estrogenos. La testosterona promueve la actividad sexual masculina, al menos en
parte, a través de la unién a receptores de androgenos (AR) amigdaloide o a
receptores de estrogenos (ER) después de la aromatizacion local. Sin embargo, los
receptores de esteroides no se limitan a la amigdala, sino que también se
concentran en los ndcleos de la linea media del area preoptica y el hipotalamo,
incluyendo MPOA. Dentro del Me, ARs y ERs se localizan en el subnucleo posterior,
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mientras que los eferentes olfatorios del bulbo terminan en el subnucleo anterior
(Hull et al., 2006)

La amigdala estd muy involucrada en la respuesta a las hormonas sexuales. La
amigdala contiene receptores tanto para estrogenos como andrégenos y responde
a fluctuaciones en los niveles hormonales mediante cambios en su morfologia. La
amigdala es mayor en varones adultos tanto en humanos como en muchos roedores
y las hormonas parecen ser capaces de alterar muchas caracteristicas de la
amigdala, incluidas el nimero de neuronas y la expresion de sus neurotransmisores
(Cahill et al., 2001).

1.5 Clembuterol

El clembuterol (Clb) es un potente [2-adrenérgico-agonista-sintético.
Utilizado como un broncodilatador pulmonar en animales domésticos y humanos,
sin embargo, se utiliza actualmente como un anabdlico, aumentando la masa
corporal a través de un mecanismo de glucogendlisis, glicolisis, degrada la

acumulacion de grasa y nitrégeno para formar aminoacidos (Caicedo et al., 2011).

La administracion de clembuterol a dosis promotoras del crecimiento podria
causar efectos toxicos agudos incluyendo temblores musculares, taquicardia,
palpitaciones y nerviosismo (Ma y Zhu, 2010), e inducir cambios morfologicos,
histoldgicos y bioquimicos en varios 6rganos de los animales expuestos (Odore, R.,
et al., 2007) incluyendo los testiculos.

Pertenece al grupo de las fenetanolaminas, tiene un anillo aromatico con un
grupo hidroxilo en la Posicion B del grupo alifatico. La presencia del grupo
nitrogenado y la sustitucion de R por un grupo voluminoso, a menudo ciclico, no
alifatico, hace mas especifica a la molécula por los receptores B-adrenérgicos

(Figura 5). Como todos los agonistas B adrenérgicos muestra importantes
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diferencias en las actividades intrinseca (capacidad de un complejo farmaco-
receptor de producir una respuesta funcional), ello se debe a las caracteristicas de
los grupos sustituyentes. Asimismo, las diferentes sustituciones propician distintas
caracteristicas farmacocinéticas; a su vez, las diferentes capacidades de
distribucién y permanencia en el organismo determinan la magnitud del efecto del
agonista B adrenérgico y la persistencia de residuos en los tejidos, posee un
halégeno en su estructura quimica el cual es el ion cloro, por ello, su efecto es
mucho mé&s prolongado que otros agonistas [32-A y su excrecion total también es
mas retardada (Martin 1971, Ruffolo, 1991, Waldeck y Widmark, 1995) (Valladares
et al., 2013; Zalco et al., 1998).

Figura 5. 4 Amino alfa T butilamino metil 3, 5 diclorobenzil alcohol. Tomado de Valladares et al.,
2013.

Los sitios de absorcion y el efecto del clembuterol estan en relacion con la
ubicacion de los B-adrenoreceptores. El clembuterol trabaja de manera similar a la
de los transmisores adrenérgicos adrenalina-noradrenalina con propiedades
selectivas a los receptores B2 estimulantes y con un minimo efecto a los 1y a,
actuando sobre los terminales posganglionares del sistema nervioso simpéatico
(Soria y Arias, 1997; Mersmann, 2002).

El tiempo de absorcion del clembuterol depende de la via de administracion,
por via oral, la absorcién alcanza los niveles maximos plasmaticos entre la 2da y
3er hora, sin embargo, por via subcutanea o intramuscular, es aln mas rapida,
alcanzandose las maximas concentraciones dentro de los 15-30 minutos después

de la aplicacion (Morgan, 1990; Moore, et al., 1994).

14



2. ANTECEDENTES

Es bien conocida la sensibilidad del epitelio seminifero a todo tipo de influencia
adversa, y a una variedad de disturbios, fisicos, quimicos, endocrinos, patolégicos,
etc. Los efectos de estos disturbios y de su deterioro se reflejan en la pérdida del
epitelio germinal lo que trae como consecuencia una disminucién en la produccién
espermatica. El método de determinacion del Grado de Pérdida del Epitelio
Germinal (GPEG) provee una de las mejores estimaciones de la funcion
espermatogénica de los testiculos (Urdaneta, et al., 1998). Segun un estudio
realizado en cerdos en 2002a por Blanco et al., se menciona que el clembuterol
ejerce un claro efecto sobre la estructura testicular, aumentando la poblacién de
células intersticiales y disminuyendo el epitelio de los tubulos seminiferos, asi como

un menor peso y volumen testicular.

Varios estudios han informado ampliamente los muchos efectos secundarios de
los tratamientos con clembuterol, Biolatti et al. en 1994 informo que la administracion
a largo plazo de clembuterol causa alteraciones severas en los ovarios de cerdos
hembra, asi como trastornos hormonales ovaricos. Groot et al. (1998) observo un
desarrollo deteriorado de los testiculos y un aumento en el estroma testicular en
terneros. Otro estudio sefiala que la administracion de clembuterol, a dosis
anabolizante, causa una alteracion de la funcionalidad del eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal-gonadal-hepético y tiene un marcado efecto en la producciéon y maduracion
de los espermatozoides a nivel de los tdbulos seminiferos, que contribuye al

deterioro de la capacidad reproductiva en bovinos (Paz-Calderén et al., 2011).

En 2001 Toyama et al., encontraron que el B-estradiol 3-benzoate (un estrégeno
sintético) administrado en ratones produce cambios morfolégicos en los testiculos,
asi como desprendimiento de células espermatogénicas del epitelio seminifero y la
aparicion de células germinales apoptoéticas que afectan a la espermiogénesis y

finalmente provoca espermatozoides anormales.
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Varias lineas de evidencia han apoyado el papel de las catecolaminas periféricas
en el control de la funciébn gonadal masculina, inhiben la secrecion de insulina,
aumentan el glucagén y estimulan la liberacibn de hormona adrenocorticotropa
(ACTH), somatototropa (STH) y gonadotropinas como: FSH y LH (Beermann et al.,
1987). Se ha demostrado que los receptores adrenérgicos 1 y 32 tienen una alta
expresion en los testiculos. Los receptores adrenérgicos B1 se han encontrado
sobre todo en células de Sertoli mientras que los receptores 2-adrenérgicos se han
correlacionado con el papel esencial posiblemente desempefiado por las
catecolaminas en la produccion de testosterona de las células de Leydig (Anakwe,
1984; Heindel, et al., 1981). Resultados estereoldgicos y morfométricos en cerdos
adultos alimentados con clembuterol, sugieren que tiene un efecto estimulante en
la sintesis y produccién de testosterona, se observé un aumento en la fraccion
volumétrica nuclear y la densidad superficial nuclear dando como resultado una
hiperplasia prominente de las células de Leydig de las células intersticiales (Blanco,
et al., 2001).

Un estudio en ovejas adultas ovarisectomizadas inmunizadas contra GnRH, la
secrecion pulsatil de LH se suprimié completamente, mientras que la secrecion de
FSH se redujo parcialmente. La administracion posterior de un analogo de GnRH
restauré los pulsos de LH, pero no las concentraciones de FSH, y dependiendo de
la frecuencia de estimulacion aumento6 la concentracién de FSH, lo cual reafirma el
concepto de la regulacion diferencial de la LH y FSH basada en la frecuencia de

estimulacién (Recabarren et. al., 2006).

También se sabe por medio de los trabajos de Singh y Handelsman en 1996 que
en ratones hipogonadicos deficientes de gonadotropinas, la administracion de FSH
por si sola en ausencia de testosterona puede estimular la produccion de células
germinales inmaduras casi a niveles normales e inclusive aumentar el tamafo

tubular seminifero.
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3. JUSTIFICACION

Esta ampliamente documentado los efectos adversos que ejercen los Agonistas
Beta Adrenérgicos como el clembuterol, tanto en humanos como en mamiferos, en
especial en especies domesticas usadas para la produccion de carne. Sin embargo,
no se ha estudiado mucho el efecto que ejerce esta sustancia en los tubulos
seminiferos y que impacto tiene sobre el desarrollo espermético y la produccion de

gonadotropinas implicadas en el correcto funcionamiento de la espermatogénesis.

Es importante comprender el papel que juegan los agonistas beta 2 adrenérgicos
sobre el eje hipotalamo-hipofisario para asi poder dilucidar una probable solucién a

los efectos adversos que estos generan sobre el desarrollo testicular y espermético.

Esto se puede lograr mediante estudios donde se examinen los procesos
reproductivos implicados en la produccion esperméatica, maduracion de gametos,
motilidad espermatica, vitalidad espermatica, produccion hormonal y desarrollo
histoldgico de los 6rganos reproductivos.
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4. HIPOTESIS
La administracion de clembuterol en ratones macho de laboratorio provoca

un desarrollo diferencial del epitelio germinal en los tubulos seminiferos de testiculos

respecto a ratones macho a los que no se les administro clembuterol.

18



5. OBJETIVOS

5.10bjetivo General

Analizar el papel que juega el clembuterol sobre la espermatogénesis de ratones

de laboratorio.

5.2 Objetivos particulares

Evaluar la motilidad progresiva rapida, progresiva lenta, in situ e inmévil de los
espermatozoides en ratones de laboratorio sacrificados 90 dias después de iniciada

la administracion de clembuterol.

Cuantificar el numero total de espermatozoides de ratones adultos de
laboratorio sacrificados 90 dias después de iniciada la administracion de

clembuterol.

Analizar la viabilidad de los espermatozoides en ratones de laboratorio
sacrificados 90 dias después de iniciado el experimento y que fueron tratados con

clembuterol.
Realizar andlisis morfométrico de los tubulos seminiferos (area de epitelio

germinal) en ratones de laboratorio sacrificados 90 dias después de iniciado el

experimento y que fueron tratados con clembuterol.
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6. MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo el estudio se utilizaron ratones de la cepa CD-1 de
juveniles de 3 semanas de edad al inicio del tratamiento, estos fueron
proporcionados por el Bioterio Claude Bernard de la BUAP, los ratones fueron
almacenados en un sitio con las caracteristicas optimas que se requieren para la
experimentacion en animales, con un ciclo de 12 hrs de luz 'y 12 hrs de oscuridad.

Se manejaron tres grupos (Control, Higado e Higado + Clb) con 12 ratones
macho de la cepa CD-1 de 21 dias de edad cada uno. Al grupo Control se le aliment6
Gnicamente con alimento Harlan 2018s para ratones; al grupo Higado se le
administré una mezcla 2:1 de Harlan 2018s e higado de res libre de clembuterol y
el grupo Higado + ClIb fue alimentado con una mezcla 2:1 de alimento Harlan 2018s
e higado de res de animales tratados con clembuterol. Los ratones tuvieron libre
acceso al agua y alimento. Las concentraciones de clembuterol en los higados de
res utilizados son desconocidas pero sabemos que la FAO/OMS a través de
estudios realizados sobre el indice de ingesta diaria admisible (IDA) recomendé
como limites maximos de residuos (LMR) para tejidos del ganado bovino y equino
las siguientes concentraciones: 0.2 ng/ml en musculo y grasa, 0.6 ug/kg en higado
y rifiones, aunque en muchos casos las concentraciones exceden los limites
permitidos (Fernandez et al., 2012) por ejemplo rastros municipales del estado de
Puebla, con una concentracion promedio de 16.6 ng/ml, mientras que, para el
siguiente afio seis de siete rastros muestreados de Puebla, presentaron
concentraciones superiores a 40 ng/ml en tejidos como retina y orina de animales
(Moreno, 2011).

6.10btencidn de muestras

Transcurridos 90 dias de vida todos ratones fueron llevados al laboratorio de
Histofisiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la BUAP, ahi se
seleccionaron 4 ratones de cada uno de los tres tratamientos para el estudio

morfométrico de los tabulos seminiferos, los 8 ratones restantes se usaron para el
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andlisis espermatico. Los animales se pesaron y sacrificaron por decapitacion. Una
vez sacrificados se disecaron los testiculos derecho e izquierdo de cada animal. Los
organos fueron pesados en balanza analitica (Explorer Pro, Ep64C) y fijados en

Bouin para tratamiento histolégico.

6.2Analisis microscopico de los espermatozoides

Comprende la valoracion de la motilidad, vitalidad y concentracion
espermética. Se procedi6 a obtener los espermatozoides de la cola del epididimo y
del conducto deferente, mediante una perfusion con 3 ml de solucién TALP
(preparacion modificada del Live/Dead® Sperm Viavility Kit). Se evalu6 la motilidad
del espermatozoide en progresiva rapida, lenta, in situ e inmovil en una preparacion
con 20 pl de la muestra que se observo en un microscopio optico (Zeizz, Primo Star)
a 10x, se contabilizo un aproximado de 200 células por epididimo (izquierdo y
derecho) para obtener los porcentajes de cada una de las muestras. Se determiné
la viabilidad espermética (nUmero de espermatozoides vivos, expresado en
porcentaje) por medio de una tincion fluorescente de una mezcla de diacetato de
fluoresceina mas ioduro de propidio y se observaron en un microscopio de
fluorescencia (Nikon, Eclipse E400) utilizando el objetivo de 20x. Para determinar la
viabilidad se conté el numero de espermatozoides con fluorescencia verde (células
vivas) y fluorescencia roja (células muertas) a partir del conteo de 200 células
observadas en el campo. Posteriormente con una cAmara de Neubauer se calculd
el nimero total de espermatozoides en un microscopio optico (Zeizz, Primo Star) a
40x.

6.3Anélisis histoldgico

Una vez sacrificados los animales de cada grupo se fijaron los testiculos en
solucion Bouin. Transcurridas 12 horas en solucion Bouin cada testiculo se cortd
por la mitad y se dej6 12 horas en el fijador. Pasadas las 12 horas se realiz6 un

cambio de Bouin por alcohol al 70%, con respectivos lavados sucesivos de alcohol
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70% hasta disminuir el color amarillo que deja el Bouin al drgano, para
posteriormente realizar los siguientes cambios crecientes de alcohol y cloroformo:
e 3 horas de Alcohol 96%
e 3 horas de Alcohol 70%
e 24 horas de Cloroformo

e 2 horas de Cloroformo

Deshidratado el tejido se procedio a la inclusidon en parafina durante 3 horas.
Listos los cubos de parafina se realizaron cortes de 10 um en micrétomo manual
(modelo: Erma Tokyo). Se utilizo la técnica de tincion Hematoxilina-Eosina (H-E) por
lo que se procedié a desparafinar los cortes en una camara de formol durante 24

horas para después pasarlos al tren de tincién H-E de la siguiente manera:

e 1.5 minutos Xilol

e 1.5 minutos Xilol

e 1.5 minutos Alcohol 100%
e 1.5 minutos Alcohol 96%

e 1.5 minutos Agua destilada
¢ 1.5 minutos Hemaoxilina de Meyer
¢ 5 minutos agua

¢ 5 minutos agua

¢ 5 minutos agua

e 15 segundos Eosina

e 1.5 minutos Alcohol 96%

e 1.5 minutos Alcohol 100%
e 1.5 minutos Carbol-Xilol

e 1.5 minutos Xilol

Terminado el proceso los cortes histologicos fueron cubiertos con resina

sintética para su analisis por microscopia. El anélisis morfométrico se hizo en un
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microscopio optico (Zeiss) equipado con un sistema de captura de imagenes vy el

software Motic version 9.1.

6.4 Anéalisis morfométrico de Tubulos Seminiferos

Una vez tefiidos y montados los cortes, se eligieron 4 individuos de cada
grupo (Control, Higado e Higado + CIb), cada uno con sus respectivas laminillas de
testiculo izquierdo y derecho. Se seleccionaron de 30 a 50 cortes de cada testiculo.

El procedimiento para el andlisis morfométrico se realizé de la siguiente manera:

e Solo se utilizaron cortes de testiculos completos de la parte media del
testiculo.

e De cada corte seleccionado se tomo6 una fotografia mediante el microscopio
Optico con un analizador de imagen conectado a una computadora.

e Cada corte de testiculo se dividié en 4 hemisferios, se tomé una foto de cada
hemisferio, alternando los cortes para evitar repetir tibulos, quedando de la
siguiente manera:

o Hemisferio superior izquierdo, corte 1; hemisferio superior derecho,
corte 3; hemisferio inferior izquierdo, corte 5; hemisferio inferior
derecho, corte 7; se repite el mismo procedimiento, hasta lograr las
microfotografias necesarias para el andlisis.

e Cada microfotografia presentaba de 5 a 10 tdbulos seminiferos, solo se
utilizaron aquello que estaban completos dentro de la fotografia.

e Se midi6 el Area Tubular (AT) del tabulo seminifero y el Area del Lumen (AL)
del tubulo de 100 tubulos seminiferos del testiculo izquierdo y 100 tubulos
seminiferos del testiculo derecho de todos los individuos de cada grupo
(Control, Higado e Higado + Clb), mediante el programa Motic, dibujando un
circulo a mano alzada para cada parametro; para determinar el Area del
Epitelio germinal (AE) de cada tibulo seminifero se resté el Area del Lumen

al Area Tubular del tibulo seminifero (Figura 6).
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Figura 6. Fotografia de tabulos seminiferos: a) Tubulo seminifero donde el circulo grande representa el Area Tubular y el
circulo pequefio el Area del Lumen. b) Area del Lumen en pm?. ¢) Area Tubular en pm?.

6.5 Analisis estadistico

Los datos sobre el niumero total de espermatozoides fueron analizados mediante la
prueba Kruskal-Wallis, seguida de una “U” de Mann-Whitney. El andlisis
morfomeétrico de los tubulos seminiferos se realiz6 a través del analizador de
imagenes Motic Images version 9.1, a los datos se les realizo un analisis de varianza
(ANOVA) seguido de una prueba post hoc de Tukey, con el paquete estadistico
IBM® SPSS® Version 23. Se aceptaron aquellas diferencias en las que la
probabilidad fue de < 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1Analisis espermatico

Nuestros resultados mostraron que en los ratones la ingesta de Higado no
modificé significativamente el nUmero total de espermatozoides en comparacién al
grupo Control. Sin embargo, el grupo alimentado con Higado + Clb provoco una
disminucion significativa en el nUmero total de espermatozoides en comparacion a
los dos grupos anteriormente mencionados (Figura 7). No se observaron diferencias
en la viabilidad de los espermatozoides (datos no presentados).

20

Millones de espermatoziodes

o

Control Higado Higado + Clb
Figura 7. Media = e.e.m. de la cantidad total de espermatozoides de ratones Control o con ingesta de higado de res

tratada con o sin clembuterol. (*P<0.05; Prueba U de Mann-Whitney).

Cuando se comparé y analizé el nimero de espermatozoides, los ratones
alimentados con Higado + CIlb tienen una disminucion significativa de
espermatozoides en el testiculo derecho. También, es posible observar que la
disminucién en el nimero de espermatozoides en el grupo de Higado + Clb es en
ambos testiculos, siendo aun mas evidente en el testiculo derecho en comparacion

al testiculo derecho del grupo Higado (Figura 8).
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Figura 8. Media + e.e.m. de la cantidad total de espermatozoides izquierdo y derecho de ratones Control o con ingesta de
higado de res tratada con o sin clembuterol. (a P<0.05; vs testiculo izquierdo del mismo tratamiento. b P<0.05; vs grupo
Higado del testiculo derecho. Prueba U de Mann-Whitney.)

Los datos obtenidos en el estudio indican que en la motilidad progresiva
rapida los ratones que fueron tratados con Higado + Clb tuvieron un incremento
significativo en proporcion a los otros 2 tratamientos, los espermatozoides inmdviles
presentaron una disminucion significativa en el grupo Higado + Clb con respecto al
grupo Control e Higado, mientras tanto en motilidad progresiva lenta e in situ no se
pudo observar diferencias significativas en ninguno de los grupos tal como

observamos en la figura 9 y la tabla 1.
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- Inmaoévil
605 = In situ
- Progresiva Lenta

= Progresiva Rapida

708

Porcentaje de Motilidad

Control Higado Higado + Clb

Figura 9. Media + e.e.m. del porcentaje de motilidad en espermatozoides de ratones Control o con ingesta de higado de
res tratada con o sin clembuterol. (*P<0.05; Prueba U de Mann-Whitney).



En la comparacion de testiculo izquierdo y derecho de cada grupo se evalué
el tipo de motilidad espermatica (progresiva rapida, progresiva lenta, in situ e
inmovil) dentro de un mismo grupo experimental, solo se encontré6 que hay un
incremento significativo de espermatozoides inmdviles del testiculo derecho con
respecto al testiculo izquierdo en el grupo experimental Higado + Clb. No se

encontré ninguna otra diferencia significativa. (Figura 10 y Tablal).

En la figura 10 también podemos ver que en el testiculo izquierdo el
porcentaje de motilidad progresiva rapida del grupo Higado + Clb tiene un
incremento significativo en comparacion a los otros dos grupos experimentales, lo
mismo paso en el testiculo derecho. Mientras tanto los espermatozoides inmdviles
del testiculo izquierdo tuvieron una disminucién significativa en el grupo Higado +

Clb en comparacion a los demas grupos.

En los parametros de motilidad progresiva lenta e in situ tanto en el testiculo
derecho como en el izquierdo no se observo ninguna diferencia en ningun grupo

experimental.

35 - b

30

25 A

20 | m Testiculo
izquierdo
Testiculo

1= derecho

| I I

Control ngado Higado | Control ngado ngado Control ngado ngado
+ Clb + Clb + Clb

Motilidad de espermatoziodes (%)

]

=]

Control ngado ngado

+ Clb

Progresiva rapld'a Insitu Inmowl

Figura 10. Media + e.e.m. de la cantidad total de espermatozoides izquierdo y derecho de ratones Control o con ingesta
de higado de res tratada con o sin clembuterol. (a P<0.05 vs testiculo izquierdo del mismo tratamiento; b P<0.05 mismo
testiculo vs mismo testiculo de otros tratamientos. Prueba U de Mann-Whitney.)

Progresiva lenta
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Motilidad total

Tratamiento X e.e.m

Control 31.41% +5.23

Progresiva Répida  Higado 27.48% +5.44
Higado + Clb * 52.50% +9.78

Control 17.71% +1.01

Progresivalenta  Higado 21.07% +1.46
Higado + Clb 17.20% +2.83

Control 17.97% +3.28

In situ Higado 12.32% 2
Higado + Clb 12.47% +8.23

Control 32.89% +2.25

Inmovil Higado 39.12% +2.1
Higado + Clb * 17.82% +3.01

Tabla 1. Media + e.e.m. del porcentaje de espermatozoides. Donde se observa motilidad progresiva rapida, progresiva
lenta, in situ e inmovil, de ratones Control o con ingesta de higado de res tratada con o sin clembuterol.

7.2 Anédlisis morfométrico de los tubulos seminiferos

Nuestros datos revelaron que en ratones la ingesta de higado con
clembuterol disminuye significativamente el Area Epitelial total de los tubulos

seminiferos con respecto a los ratones del grupo Control e Higado (Figura 11).

140000
120000
100000

80000

Area Epitelial (ym?)
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Control Higado Higado + Clb

Figura 11. Media * e.e.m. del Area Epitelial de los tubulos seminiferos de ratones Control o con ingesta de higado de res
tratada con o sin clembuterol. (*P<0.05; Prueba de ANOVA).

Cuando se comparo el testiculo derecho y el izquierdo dentro de cada grupo
experimental solo el grupo Higado + Clb tiene una disminucién significativa en el

testiculo derecho con respecto al izquierdo. En el estudio del testiculo derecho de
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los ratones, se encontré que en el grupo Higado + Clb es significativamente menor,

mientras que en el testiculo izquierdo ningun grupo presenta diferencias

significativas (Figura 12).
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Figura 12. Media + e.e.m. del Area del Lumen de los tibulos seminiferos izquierdo y derecho de ratones Control o con
ingesta de higado de res tratada con o sin clembuterol. (a P<0.05 vs testiculo izquierdo del mismo tratamiento; b P<0.05
mismo testiculo vs mismo testiculo de otros tratamientos. Prueba de ANOVA).

Se evalug el area tubular total de los tubulos seminiferos de cada grupo de

ratones, los cortes histolégicos mostraron que el alimento de higado de res con

clembutero

figura 13.
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Control Higado Higado + Clb

Figura 13. Media + e.e.m. del Area Tubular de los tibulos seminiferos de ratones Control o con ingesta de higado de res

tratadaconos

in clembuterol. (*P<0.05; Prueba de ANOVA).
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En la comparacion del testiculo izquierdo y derecho del Area Tubular dentro
de cada uno de los grupos experimentales muestra que existen diferencias entre

testiculos en el grupo tratado con Higado.
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Figura 14. Media + e.e.m. del Area Tubular de los tibulos seminiferos izquierdo y derecho de ratones Control o con
ingesta de higado de res tratada con o sin clembuterol. (a P<0.05 vs testiculo izquierdo del mismo tratamiento; b P<0.05
mismo testiculo vs mismo testiculo de otros tratamientos. Prueba de ANOVA).

Las micrografias de la Figura 15, muestran los cortes histologicos del area
epitelial, vistas en microscopio, donde los asteriscos indican el area luminal del

epitelio germinativo.

Figura 15. Micrografia de tubulos seminiferos, donde el Area Luminal est4d marcada con un asterisco: a) Tratamiento
Control. b) tratamiento Higado + Clb c) tratamiento Control d) tratamiento Higado



El lumen de los tubulos seminiferos muestra que los ratones del grupo
Control tienen un espacio luminal mayor a los otros grupos experimentales. El
analisis morfométrico del area del lumen total de los tubulos seminiferos da como

resultado que el grupo de Higado + Clb tiene una disminucion significativa (Figura
16).
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Figura 16. Media + e.e.m. del Area del Lumen de los tabulos seminiferos de ratones Control o con ingesta de higado de
res tratada con o sin clembuterol. (*P<0.05 vs Control. Prueba de ANOVA).

Los testiculos izquierdo y derecho de los ratones dentro de cada grupo
experimental como se muestra en la figura 17, no fueron diferentes entre si en lo
que respecta al Area Luminal de los tGbulos seminiferos, pero cuando se
compararon los grupos de un mismo testiculo se encontr6 que en el testiculo
izquierdo los ratones tratados con Higado + Clb tuvieron una disminucion
significativa, del mismo modo en el testiculo derecho los ratones alimentados con

Higado + Clb tuvieron una disminucion significativa.
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Figura 17. Media + e.e.m. del Area del Lumen de los tGbulos seminiferos izquierdo y derecho de ratones Control o con

ingesta de higado de res tratada con o sin clembuterol. (a P<0.05 vs testiculo izquierdo del mismo tratamiento; b P<0.05
mismo testiculo vs mismo testiculo de otros tratamientos. Prueba de ANOVA).

En la tabla 2 observamos que los individuos alimentados con clembuterol
tuvieron un area significativamente menor que los otros tratamientos, en todos los

parametros morfométricos de los tabulos seminiferos (Area Epitelial, Area Luminal

y Area Tubular).
Area de los tubulos seminiferos
Tratamiento ; e.e.am
Control 94098.54pum?> +10979.27
Area Epitelial Higado 111988.97um? +18193.64
Higado + Clb a 82065.46(1m> +17675.98
Control 17357.98um? +5302.89
Area del Lumen Higado 12583.82pum’ +5083.19
Higado+Clb  ab 7923.83um?’ +3318.84
Control 111197.7159pum? +12832.59
Areatotal Higado 124572.8043um? +20746.7
Higado + Clb a 89989.2966m’ +19010.73

Tabla 2. Media + e.e.m. del 4rea del tabulo seminifero, donde se observa Area Epitelial, Area del Lumen y Area Tubular
del tibulo seminifero de ratones Control o con ingesta de higado de res tratada con o sin clembuterol. (a P<0.05 vs Grupo
Higado; b P<0.05 vs Grupo Control. Prueba ANOVA).
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8. DISCUSION

El proceso de produccion y maduracion de espermatozoides depende de
muchos factores para su correcto funcionamiento, como lo mencionamos
anteriormente la espermatogénesis es susceptible a todo tipo de disturbios e
influencias adversas ya sean fisicos, quimicos, endocrinos, patologicos, etc.
(Urdaneta, et al., en 1998).

Nuestros resultados muestran que ratones alimentados con higado de
bovinos tratados con clembuterol (Clb) reducen la produccion de espermatozoides
de manera significativa, esto es consistente con trabajos anteriores donde refieren
que este agonista B2 adrenérgico ejerce efectos negativos sobre la
espermatogénesis en mamiferos (Jing y ZHU, 2015). Esta disminucion en la
cantidad de espermatozoides puede deberse a que inicialmente el consumo del
higado con clembuterol provocé un incremento de la sintesis de testosterona dado
su afinidad por los receptores beta-adrenérgicos y con el tiempo se provocd una
desensibilizacion en el eje neuroendocrino hipotalamo-hipéfisis-testiculos
resultando en un decremento en la secrecién de testosterona y por ende una
disminucién en la espermatogénesis. En apoyo a lo anterior, se sabe que en
terneras hembras la administracion prolongada de clembuterol provoca una
disminucién significativa del numero de receptores  adrenérgicos (B-AR) en el
corazoén, los bronquios y el sistema nervioso central. Esta disminucién se entiende
como una desensibilizacion del sistema adrenérgico e implica una falla en los
componentes B-AR, por consiguiente, genera una reduccién en la tasa de sintesis
de AMP ciclico (AMPc) (Re et al.,, 1995; Re et al.,, 1997; Harden, 1983). Los
mecanismos para explicar este fendmeno son el desacoplamiento funcional del
receptor, el secuestro fisico del receptor lejos de la superficie celular
(internalizacion) y/o la regulacion negativa del numero total de receptores (Liggett,
2002; Badino et al., 2005). Las células de Leydig presentan una importante cantidad
de receptores beta-adrenérgicos que estan involucrados en la sintesis de

testosterona (Moger y Murphy, 1983; Anakwe y Moger, 1984; Poyet y Labrie, 1987).
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En un estudio en ratas macho adultas la administracion diaria de clembuterol
durante 14 dias provoco una disminucion en la expresion del gen ARN mensajero
de la Respuesta Aguda Esteroidogénica (MRNA StAR) en células de Leydig (Ma 'y
Zhu, 2010; Jing y Zhu, 2015). Como complemento de lo dicho anteriormente, un
estudio realizado por Bosmann et al. (1996) concluy6 que la disminucion de mRNA
StAR esta directamente correlacionada a una baja en la sintesis de testosterona en

las células de Leydig.

La disminucién en el conteo espermatico probablemente por una disminucién
en la secrecion de testosterona coincide con una menor agresividad que hemos
reportado previamente (Cordero et al.,, 2017) utilizando el mismo modelo
experimental, la ingesta de higado con Clembuterol en ratones macho disminuye la
agresividad evaluada mediante la prueba de intruso vs residente. Esto apoya la idea
de que el consumo de higado con clembuterol provoca una disminucion significativa

en las concentraciones séricas de testosterona.

El aumento del nimero de espermatozoides con motilidad progresiva rapida
de animales alimentados con higado con clembuterol puede estar asociado a
cambios en el epididimo, 6rgano en el cual el espermatozoide adquiere la motilidad
y que se sabe que presenta una rica inervacioén simpatica. En apoyo a lo anterior,
se ha mostrado que en la rata adulta la simpatectomia quirdrgica del epididimo
provoca una acumulacién significativa de espermatozoides en la cola del epididimo
(Ricker et al., 1996). El uso de inhibidores para la recaptura de monoaminas permite
brindar informacién acerca de la respuesta del aparato reproductor masculino a un
ambiente con la presencia continua de serotonina o noradrenalina. Por ejemplo, el
grupo de Borges (et al.,, 2020) mostr6 que en las ratas macho adultas la
administracion de sibutramina (un inhibidor no selectivo de la recaptura de
serotonina y norepinefrina) aceleré el paso de los espermatozoides por el epididimo
y provocoé una disminucion en la concentracion y motilidad de los espermatozoides,

asi como de los niveles de testosterona Séricos.
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Por otra parte, la administracion de venlafaxina (un inhibidor selectivo de
serotonina y noradrenalina) a ratas adultas, mostraron una disminucion en la
concentracion y en la motilidad de los espermatozoides. También reportaron una
alteracién de la espermiogénesis, probablemente relacionada con un incremento de
la actividad de la aromatasa, interesantemente observaron un incremento en la
muerte de células germinales y una disminucién de las células de Sertoli (Santi et
al., 2021). Estos resultados nos permiten sugerir que los cambios en el ambiente de
influencia de las monoaminas en el aparato reproductor alteran procesos muy
importantes, como son, la espermatogénesis, el transporte de los espermatozoides
y adquisicion de la motilidad en el epididimo. Finalmente, no se observaron
diferencias significativas en la viabilidad, ni en la motilidad progresiva lenta, ni la

movilidad in situ en ninguno de los grupos experimentales.

En cuanto al analisis histolégico de los testiculos de animales con ingesta de

higado con clembuterol se encontré una disminucién significativa del area epitelial.
Nuestros resultados apoyan lo reportado por Blanco et al.,, (2002) donde la
administracion de Clb por tres meses en cerdos provoca regresion de los tubulos
seminiferos, esto nos hace suponer que el clembuterol ejerce un efecto negativo en
el desarrollo del epitelio germinativo. Pudimos corroborar estos resultados con otros
trabajos previos, varios estudios abordan las alteraciones a nivel histolégico que
ejerce el clembuterol sobre los tubulos seminiferos. Blanco y colaboradores en
distintos estudios (2001, 2002a & 2002b) menciona los efectos directos del
clembuterol sobre la morfologia del epitelio germinal de cerdos alimentados con
CLB, donde sus resultados apuntan a que los tubulos seminiferos sufrieron una
regresion del area epitelial tal como lo muestran nuestros resultados.
Las alteraciones en el epitelio germinal que explican una menor produccién de
espermatozoides, también son frecuentes en los estudios donde a ratas macho se
les administra inhibidores de la recaptura de noradrenalina y serotonina (Borges et
al., 2020; Santi et al., 2021).
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Por otra parte, Blanco utilizo dosis constantes de 1000 ng/ml CLB diario de alimento,
estas concentraciones de clembuterol utilizadas en sus estudios con cerdos son
posiblemente parecidos que la nuestra. Ante la imposibilidad que tuvimos de medir
los niveles de CLB en cada higado administrado y contaminado, solo podemos
especular que los niveles de concentracién oscilaron entre 123,1 + 0,25 ng/ml a
989,4 + 12,8 ng/ml como lo muestran estudios de Paz-Calderon (et al., 2011) en
bovinos de los rastros de Atlixco y Puebla. También en 2019 en rastros municipales
y en fincas ganaderas en varios estados de México, Saavedra-Rodriguez (et al.,
2019) con una poblacién de 4650 animales estudiados 245.1 +23.2y 1263.4 + 62.6
ng/ml 63.2% tuvieron altas concentraciones de Clb. Estos estudios muestran que a
pesar de que el Clembuterol esta prohibido para acelerar el crecimiento de animales
para consumo humano, desgraciadamente es muy comun que ganaderos lo utilicen,
sin pensar los efectos adversos en la fertilidad de los consumidores de esa carne o

visceras.

Otros resultados de nuestro estudio mostraron que, el testiculo derecho del
grupo tratado con ingesta de higado con clembuterol tuvo un desarrollo diferencial
significativo del area epitelial respecto al otro testiculo. El testiculo derecho mostro
una menor area del epitelio germinal de los tubulos seminiferos en comparacién con
el testiculo izquierdo, esto apoya lo reportado por Frankel et al, 1989, quien
demostré que los testiculos tienen una respuesta compensatoria diferente, siendo
el testiculo derecho quién produce mas testosterona a la falta del izquierdo.
Probablemente, el testiculo presenta una mayor inervacién que el izquierdo, por tal
razon el nuestro estudio el testiculo derecho presenta una mayor inervacion

simpatica que explicaria porque fue mas susceptible a los efectos del Clembuterol.

Es necesario realizar mas estudios, entre ellos histologicos sobre area
epitelial que pudieran presentar tanto las células germinales, como las células de
Sértoli y las células de Leydig a diferentes dosis de CLB, asi como la medicién de
niveles seéricos de Testosterona y FSH, también evaluar el porcentaje de

espermatozoides maduros.
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9. CONCLUSIONES

La ingesta de higado con clembuterol en ratones de laboratorio macho ejerce

probablemente un efecto negativo en la produccion de testosterona.

La ingesta de higado con clembuterol en ratones de laboratorio incrementa

la motilidad progresiva rapida de espermatozoides de manera significativa.

La ingesta de higado con clembuterol en ratones de laboratorio de manera

significativa disminuye la concentracion de espermatozoides.

La ingesta de higado con en ratones de laboratorio disminuye el &rea epitelial

de los tubulos seminiferos.

La ingesta de higado con Clembuterol afecta negativamente la

espermatogénesis.
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11.ANEXO

Abreviaturas

Clb

H

LH
FSH
GnRH
SSN
ISN
MPOA
AR

ER
GPEG
AE

AT

AL

Tl

TD
B-AR
AMPc
MRNA StAR

Clembuterol

Sufijo Micro

Hormona luteinizante

Hormona foliculo estimulante

Hormona liberadora de gonadotropina hipotalamica
Nervio espermatico superior

Nervio espermatico inferior

Area predptica medial

Receptores de androgenos
Receptores de estrogenos

Grado de Pérdida del Epitelio Germinal
Area epitelial

Area tubular

Area luminal

Testiculo izquierdo

Testiculo derecho

Receptores Beta adrenérgicos
Adenosin monofosfato ciclico

ARN mensajero de la Respuesta Aguda Esteroidogénica

46



