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RESUMEN

El estrés, por un periodo prolongado, es considerado un factor de riesgo para
el desarrollo enfermedades cronico-degenerativas, las cuales son
consideradas, un problema de salud publica. La asociacion entre estrés
fisiolégico y alteraciones metabdlicas es conocida, sin embargo, aiun no se
ha identificado especificamente la causa. En estudios previos, se han
demostrado que el estrés cronico afecta la fertilidad masculina, pero se
desconocen los efectos del tratamiento con ansioliticos sobre el mismo. Por
lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del ansiolitico sobre
la calidad espermatica y sobre la fragmentacion de ADN ocasionada por un
estrés crénico. Ratones macho de la cepa CD-1 (1 mes de edad) fueron
divididos en 3 grupos: “Control”’, “Ansiolitico” y “Estrés”. Los ratones fueron
sometidos a un modelo de estrés cronico intenso diario durante 30 dias. Para
poder evaluar el efecto del estrés y del ansiolitico sobre la conducta, se
evaluaron los roedores cada 6° dia mediante una “Prueba de Campo abierto”,
en donde, se contaron los cruces realizados en el campo. Después de haber
inducido el estrés, se administr6 de manera diaria clonazepam (5g/kg)
durante 15 dias. Posteriormente, los ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical y se obtuvieron los epididimos para obtener los
espermatozoides a los que se les analizé la calidad espermatica a través de
espermatobioscopia completa (motilidad, vitalidad y conteo espermatico).
Finalmente, a través de prueba cometa, se determind el efecto sobre la
fragmentacién de ADN en los distintos grupos. En lo que respecta a las
pruebas conductuales, los individuos en los primeros dias presentaron un
comportamiento temeroso y presentaban ansiedad, hasta el dia 20 del
experimento. La administracion del ansiolitico redujo el numero de cruces en

el campo abierto en comparacion al grupo “Control”. Sin embargo, el grupo



“Estrés” tuvo un incremento constante en el nimero de cruces hasta finalizar
el experimento.

Por otra parte, en la espermatobioscopia se observé que la vitalidad celular
se redujo de manera significativa en el grupo “Ansiolitico” a comparacion del
grupo “Estrés” y “Control”. Sin embargo, la motilidad celular y el nimero
espermatozoides se vieron recuperados en el grupo “Ansiolitico”, en
comparacion con el grupo estrés en donde se observaron en su mayoria
espermatozoides sin movimiento. Cabe mencionar que los resultados fueron
diferentes entre los testiculos derecho e izquierdo de un mismo sujeto.
Finalmente, se observé que el tratamiento con ansiolitico redujo el porcentaje
de células con fragmentacion de ADN en el grupo con respecto al grupo
“Estrés”.

Los resultados sugieren que el uso de ansioliticos, como tratamiento para
aliviar el estrés, perjudica la vitalidad, pero mejora la motilidad celular y la
concentracion de espermatozoides. Ademas, reduce la fragmentacion de

ADN en los espermatozoides.



ABSTRACT

Long-term psychological stress is considered a risk factor for the development
of chronic degenerative diseases, which are considered a public health
problem. The relation between physiological stress and metabolic alterations
is known, however, it has not identified the main cause, yet. In previous
studies, they have proved that chronic stress affects masculine fertility, but, it
is un-known anxiolytic treatment on it. Therefore, the aim of this work was to
evaluate the anxiolytic effect on the spermatic quality and on DNA
fragmentation caused by chronic stress. Male CD-1 mice ( one month old)
were divide into 3 groups: “Control”, “Anxiolytic” and “Stress”. The mice were
subjected to a diary intense chronic stress model for 30 days. In order to
evaluate stress and anxiolytic effect on behavior, the rodents were evaluated
every 6th by “Open Field Test”, where counted crosses realized on this field.
Afterward, it was administrated clonazepam (5g/kg) daily to the "Anxiolytic"
group for 15 days. Later, the mice were sacrificed by cervical dislocation and
obtained epididymis for the spermatozoa recollection, which were analyzed
for their spermatic quality through a complete spermatobioscopy (motility,
vitality and spermatic count). Finally, we determined the effect on DNA
fragmentation in cells of different groups through comet assay. Regarding
behavior tests, in the first days the individuals displayed fearful behavior and
anxiety until 20th day experiment. The anxiolytic treatment reduced crosses
on “Open Field” comparing with “Control” group. However, “Stress” group had
a constant increase on crosses until the end of the experiment. In other hand,
after the behavior tests, the cellular vitality in “Anxiolytic” group was lower
significantly than the other groups. Nevertheless, “Anxiolytic” group recovers
its cellular motility and the cell number comparing to “Stress” group, which its
spermatozoa do not have movement. It needs to be mentioned that the results
were different between right and left testicles. Finally, we observed that the
anxiolytic treatment reduced the percentage of cells with DNA fragmented

belonging to Anxiolytic group comparing with “Stress” group.
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INTRODUCCION

El estrés cronico es un trastorno en la sociedad, el cual se esta convirtiendo en un
problema de salud publica (Stravoula, Griffiths, & Cox, 2004) Esto es ocasionado
por diferentes motivos como: ambientales, sociales, problemas en el area laboral,
etc., (Dominguez , Collares, Ormaecha, & Tamoslunas, 2016). Por lo que se han
buscado alternativas o tratamientos para poder aliviar los sintomas y, que la vida
cotidiana de los pacientes no tenga repercusiones. Esto ultimo se ha hecho a través
de tratamientos psicoldgicos, farmacoldgicos, actividades recreativas, etc. (Pruti,
2019).

En lo que respecta a los tratamientos farmacolégicos, normalmente se utilizan
ansioliticos como los benzodiacepinas, las cuales a partir de los afios 90s, fueron
de los farmacos mas recetados a nivel global, debido a su eficacia y teniendo los

menores efectos adversos posibles (Bhuiyan, 2017).

Actualmente, se conoce que el estrés prolongado es causante de diversas
enfermedades cronico-degenerativas, como: cancer, enfermedades coronarias,
diabetes, epilepsia, esclerosis multiple, derrame cerebral, enfermedad Alzheimer,
infertilidad masculina, etc. (Boudreau, Johnson, & Herman, 2011). Respecto a la
fertilidad masculina, se ha demostrado que el estrés emocional puede afectar el
namero de espermatozoides y su movimiento (Saki & Rahim, 2009) . Sengupta et
al. (2013) mencionan que las actividades de relajacion, como el “Yoga”, aumenta la
concentracion de espermatozoides y puede deberse a la reduccién de ansiedad del
paciente. Sin embargo, las jornadas laborales prolongadas que se ejercen en
nuestro pais, no permite a ciertos pacientes poder realizar actividades recreativas
(Latina), 2018).

Hasta el momento, hay poca informacion del efecto del estrés y los tratamientos con
ansioliticos sobre la calidad espermética en jovenes. Debido a esto ultimo, el
presente trabajo estd enfocado en el estudio del efecto ansiolitico durante un

tratamiento para aliviar el estrés cronico sobre la calidad espermaética.
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El estrés ha sido denominado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(Stravoula, Griffiths, & Cox, 2004), como la “Epidemia del siglo XXI”. Un ejemplo de
su relevancia en la sociedad, son sus afectaciones econdémicas en Estados Unidos
de América que han rebasado los 300 millones de délares por afio en su tratamiento
(Fink, 2017). En el mismo pais, se realiz6 un estudio demogréfico, en el cual se
demostré que de 1983 a 2017 se ha incrementado el nivel de estrés de un 10% a
un 59%. Esto es debido a una mayor exigencia laboral y desigualdad econdémica
que provoca un estilo de vida complicado; a su vez, acompafiada de mala
alimentacion, sedentarismo, adicciones, etc. (Weiser, 2016). Ademas, dicho
desajuste, a largo plazo, es causante de enfermedades cronico degenerativas,
alteraciones cerebrales, susceptibilidad genética a estrés, problemas

neuroendocrinos, entre otros (Weiser, 2016).

Las afectaciones mencionadas causadas por el estrés estan conectadas entre si e
involucran diferentes sistemas en el organismo. Sin embargo, en este trabajo se
basaréa principalmente en las implicaciones del sistema neuroendocrino. El sistema
neuroendocrino, estd compuesto por el sistema nervioso y endocrino, los cuales
trabajan de manera coordinada permitiendo que el cuerpo desarrolle una conducta
adaptiva produciendo respuestas fisiolégicas esenciales para poder adaptarse al
ambiente, mediante el mantenimiento de la homeostasis en el organismo (Mendieta-
Rada, 2018). Cabe recalcar que el sistema endocrino es muy complejo y al
desequilibrarse, afecta diversos procesos en las células produciendo dafios en la

mayoria de los sistemas de los seres vivos.

Definicién de estrés

La palabra estrés, en la vida cotidiana, se utiliza de diferentes maneras y por ende
tiene diversos significados. La primera y la mas comun definicién fue propuesta por
Hans Selye (el cual es considerado el padre en el estudio del estrés): “Es la
respuesta no especifica del cuerpo ante cualquier exigencia”. Ademas, se clasifica
de acuerdo a su intensidad, duracién y naturaleza (Martinez, y otros, 2006). Al

mismo tiempo, definié a estresor como “Toda circunstancia o factor que se perciba
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de manera consciente o inconsciente como una amenaza, el cual puede provenir
del ambiente o de las emociones” (Monroe & Slavich, 2009). Por otra parte, Seyle
argumentaba que no es necesario que un ser vivo tenga sistema nervioso para
poder sufrir estrés, como es el caso de las bacterias o plantas (Duke, y otros, 2018).
Con el paso del tiempo se ha ocupado estrés en diferentes ramas de la ciencia, por

ejemplo:

» En las ciencias conductuales, estrés es considerado como la “percepcion de
amenaza, como resultante de ansiedad, tension emocional y dificultad en
adaptarse” (Fink, 2017).

= En la rama de la neuroendocrinologia se defini6 como “Cualquier estimulo
que provoque la produccion de ACTH y glucocorticoides adrenales” (Yates,
1987).

Afos anteriores a Seyle, el investigador Claude Bernard tenia la nocion de que “las
células y los tejidos de organismos multicelulares, responden a estimulos, para
mantener un balance en el medio interno, para conservar la sobrevivencia” (Lavitini,
2002). Posteriormente, Walter Cannon propuso el termino de “homeostasis”, para
referirse a “los procesos fisioldgicos y bioldgicos que se mantienen constantes, para
mantener el equilibrio con el medio intracelular, a pesar de, los cambios que ocurren
fuera de la célula” (UNAM, 2010).

Basado en lo que propusieron Bernard y Cannon, nuevamente, Seyle plante6 que
el estrés se compone por 3 fases:

» Lafase 1 es conocida como “fase de alarma” o “Shock”, la cual es inmediata
a la percepciéon del estimulo estresante. Normalmente se caracteriza por
inmovilidad, acetificacion cortical (liberacibn de noradrenalina) vy
manifestaciones faciales.

Fase 2 o conocida como “fase de resistencia”, en donde el individuo mantiene
una activacion fisiolégica maxima, tratando de superar la amenaza. Si se
prolonga por mucho tiempo, se considera como estrés cronico. Por otro lado,

en esta fase el organismo puede retomar a un estado basal.

13



» Fase 3 o “Fase de Colapso”, se produce solamente cuando el estimulo
estresante persiste, lo que impide que el organismo se adapte a la situacion.

Como consecuencia, apareceran enfermedades cronico degenerativas.

Sin embargo, cabe recalcar que no todo el estrés es malo; Seyle propuso que

existen 2 tipos de estrés:

Eutrés: Se considera como el “estrés bueno”, él cual es necesario, debido a que es
la cantidad Optima de estrés en la vida de un ser vivo. De esta manera, el sujeto

puede adaptarse y sobrevivir (Camargo, 2015).

Distrés: Se considera al “estrés danino o patologico”, debido a que puede producir
afectaciones irreversibles en el sistema nervioso central. Cabe sefalar que es
posible que exista afectaciones en etapas prenatales de los individuos (Martinez, y
otros, 2006).

Eustrés g Distrés

NivelNormal . N
de resistencia \/ \

Alarma Resistencia Agotamiento

llustracion 1 Representacion grdfica de las etapas de respuesta al estrés propuesto por Selye en el Sindrome General de
Adaptacion (Lopez-Lopez, 2016).

Mas adelante, (McEwen, 2004) propuso los términos “Alostasis” y “carga alostatica”,
en el proceso de habituacion. La alostasis se define: “la capacidad que tiene el
organismo para mantener la homeostasis frente a un estresor”. Por lo tanto, la carga
aldstatica, se define, como, “la capacidad del organismo de tolerar el cambio o alteracion
causada por el estresor, por un periodo de tiempo” (McEwen, 2004). La activacion de la
respuesta fisioldgica, ante un estresor, depende de varios factores como: naturaleza del

estresor, experiencia y genética del receptor (McEwen, 2004). Ademas, los factores

14



estresantes desencadenan diferentes tipos de respuestas del individuo, como: lucha, huida

o enfrentamiento (Ospina-Stepanian, 2016).

Eventosde
vida

Ambiente

iferanci
o l?lfe encias Respuesta conductual
individuales (genes, lucha, huida

xperienci :
experiencia) congelamiento

\‘ £ /
fisioldgica

Respuesta

Alostasis Adaptacion

\ £
Carga alostética

llustracion 2. llustracion 2 La respuesta al estrés y el desarrollo de la carga aldstatica. La
respuesta al estrés, difiere en cada individuo debido a factores externos como: la edad, la
experiencia y la carga genética. Los cuales influyen, en la manera en que se perciben y
manejan, los estimulos considerados estresantes (Varela-Pinedo, 2005).

Una de las maneras de como dividir el estrés psicologico, es de acuerdo a su
duracion, el cual se puede dividir en estrés agudo y estrés cronico (Litz, Hundert, &
Jordan, 2017).

Estrés Agudo

El estrés agudo “es un desorden relacionado con un trauma y un estresor,
caracterizado por memorias intrusas, humor negativo, disociacién y/o escape
durante el primer mes, después de un evento potencialmente traumatico” (Litz,
Hundert, & Jordan, 2017). El rango de padecer un estrés agudo, va depender del
estresor o0 el evento que causo dicho trauma, por ejemplo, el evento traumatico de
un crimen violento o abuso sexual. Ademas, otras causas del estrés son: género y
edad de la victima, estatus socioecondmico, problemas de salud e interrupcion de

suefo por largos periodos de tiempo (Lopez-Lépez, 2016).
Estrés crénico
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(Ewen, 2002) define al estrés cronico como, “una exposicion continua a factores
estresantes externos o condiciones prolongadas de la respuesta al estrés”. El
tiempo de que un paciente padezca estrés cronico puede ser desde horas, semanas
e incluso hasta afios (Camargo, 2015). Si el individuo, es incapaz de adaptarse al
medio, el sistema sufrird enfermedades graves, por ejemplo: trastornos
gastrointestinales, colitis nerviosa, hipertension arterial, ansiedad, frustracion,
insomnio, migrafa, problemas de infertilidad, etc. (Boudreau, Johnson, & Herman,
2011). El cuerpo entre méas pronto y de manera eficiente pueda adaptarse al medio,
podra mas rapido recuperar el equilibrio (Mariotti, 2015). Independientemente del
tipo de estrés, la respuesta se ejecuta a través del sistema hipotalamico-hipofisario-
adrenales (HHA).

Fisiologia del estrés

El organismo responde al estrés con procesos aleostaticos de autorregulacion,
destinados a volver los sistemas esenciales del organismo, en donde asegure la
supervivencia (Joseph & Whirledge, 2017). Los procesos de autorregulacion
incluyen componentes conductuales y fisioldgicos, con lo que respecta a los
mamiferos, la respuesta al estrés ocurre mediante la activacion del eje HHA (Fink,
2017). El mecanismo de respuesta del eje HHA inicia, cuando, las neuronas del
nacleo paraventricular del hipotalamo (NPV), liberan 2 tipos de neurohormonas cuyo
sitio blanco es la hipdfisis: el factor liberador de corticotropina (CRF) y la arginina-
vasopresina (AVP) (Chutuape-Stephens & Wand, 2018). Posteriormente, la hipofisis
anterior una vez estimulada, secreta la hormona adrenocorticétropa (ACTH) a la
circulacién sanguinea e induce la sintesis de 2 clases de corticoesteroides:
mineralocorticoides y glucocorticoides (Hannibal & Bishop, 2014). La activacion
hipotalamica del eje HHA es regulada en el cerebro por una variedad de sistemas
de retroalimentacion (Buske-Kirschbaum, 2009). Algunos de estos sistemas tienen
efectos inhibitorios a través de la liberacion de neurotransmisores como el 4cido
gamma-aminobutirico (GABA) y opioides, mientras que otros tienen efectos

excitatorios como la norepinefrina y la serotonina, ambos ocurren en el NPV (Tasker
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& Herman, 2012). Ademas, los corticoesteroides regulan su propia activacion
mediante receptores dentro de la hipofisis, NPV y el hipocampo, los cuales regulan
la produccién de neurohormonas como CRF, AVP y ACTH (Tasker & Herman,
2012).

Glucocorticoides

Dentro del grupo de los glucocorticoides, se encuentra el cortisol, el cual es una
molécula lipidica que consta de acciones fisiologicas y metabodlicas como: regular la
funcién renal y el transporte de iones, incrementar la actividad del sistema
cardiovascular, mantenimiento del tono y permeabilidad vascular, excitar o suprimir
el sistema inmunoldgico y regular el sistema nervioso central (Guerrero, 2016).
Ademas su actividad en el cerebro estd mediada en gran parte por la interaccion de
sus receptores con los mineralocorticoides, lo que induce un aumento en la
sensibilidad de la serotonina en las neuronas del hipocampo y una emocién de

euforia (Ramamoorthy & Cidlowski, 2015).

Mineralocorticoides

Su nombre proviene de su principal funcion, la cual es regular el balance hidrosalino
del organismo (Nora, 2014). Los mineralocorticoides mas importantes son la
aldosterona y la DOC, los cuales son producidos por el higado y transportados
mediante proteinas CBG o unidos débilmente a la albumina, finalmente son

excretados por la orina (Melmed, Polonsky, Larsen, & Kronenberg, 2011).

El mecanismo de accion de los mineralocorticoides comienza uniéndose a sus
respectivos receptores, los receptores de mineralocorticoides (MR), que estan
situados en el citoplasma de células de diferentes partes del organismo (Nora,
2014). De esta manera, la célula es inducida a modificaciones funcionales que
afectan la reabsorcion de sodio y la excrecion de potasio (Funder, 2005). Cabe

mencionar que el cortisol, la corticosterona y aldosterona pueden unirse a los MRs,
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lo que explica la leve accién del cortisol como mineralocorticoide, pero no presenta

ninguna afinidad por cortisona (Hamm, Alpern, & Preisig, 2013).

Regulacion de la secrecion de cortisol por el eje HHA

La hormona liberadora de Corticotropina (CRH), controlada por el hipotdlamo o por
la hipdfisis, esta encargada de controlar la secrecion de cortisol mediante dos
sistemas de regulacidon: la medula adrenal y el sistema inmunitario (Gjerstad,
Lightman, & Spiga, 2018). Por otro lado, la ACTH regula la secrecién de cortisol
uniéndose a receptores especificos acoplados a proteinas G para activar la
adenilato-ciclasa y aumentar los niveles de AMPc (Chutuape-Stephens & Wand,
2018). Ademas, ACTH regula la esteroidogénesis mediante dos vias y dependera
del tipo de estrés: un estrés agudo es regulado el eje en pocos minutos o el estrés
cronico requiere horas o dias (Chutuape-Stephens & Wand, 2018). Con lo que
respecta al estrés cronico, la ACTH acelera la sintesis de las enzimas que regulan
la esteroidogénesis y de esta manera se afecta el tamafio y la concentracion de las

células suprarrenales (Chutuape-Stephens & Wand, 2018).

Finalmente, el cortisol es capaz de ejercer una retroalimentacion negativa sobre la
sintesis y secrecion de las hormonas involucradas en el eje HHA (Juruena, Cleare,
& Parlante, 2004).

Respuesta a estrés agudo.

En la etapa inicial del estrés agudo, la torre encefalica libera catecolaminas
adrenérgicas simpdticas: norepinefrina y epinefrina. Estas Ultimas tienen efectos
cortos que promueven la sobrevivencia del organismo mediante el incremento del
ritmo cardiaco, aumento de la presion sanguinea y respiracion acelerada. Ademas,
de una respuesta proinflamatoria en contra de antigenos, patdgenos o invasores
foraneos (Litz, 2017).
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Respuesta del eje HHA en el estrés crénico.

Los cientificos diferencian al estrés cronico del estrés agudo cuando el proceso de
adaptacioén del individuo en una situacion estresante es fallido. El estrés cronico es
causado por: cogniciones negativas recurrentes o exageradas, preocupacion y falta
de ayuda en situaciones de ansiedad; durante periodos prolongados “percibidos”
como eternos o interminables (Pozos-Radillo & Serrano, 2017). Esto ocasiona una
alteracion del sistema neuroendocrino mediante la disfuncion de varias hormonas
como: la reduccion de cortisol, disfuncion de CRH, resistencia al receptor
glucocorticoide o hipersensibilidad del sistema de retroalimentacion (Mogilski,
Wysocki, Reeve, & Mitchell, 2019).

Una de las principales caracteristicas del estrés crénico es la continua secrecién
de cortisol y la activacion del sistema inmunoldgico con procesos proinflamatorios,
que interrumpen el mecanismo de retroalimentacion negativa en el eje HHA
(Mogilski, Wysocki, Reeve, & Mitchell, 2019). Finalmente, el estrés prolongado
causa enfermedades cronicas y algunos padecimientos como: descomposicion
O0sea y muscular, fatiga, depresién, dolor, deficiencias en la memoria, desregulacion
sodio-potasio y dafio en el reflejo pupilar de la luz (Mogilski, Wysocki, Reeve, &
Mitchell, 2019).
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llustracion 3. La transicion del estrés agudo al cronico, basado en la activacion del eje HHA. La respuesta del estrés agudo
se esquematiza con los recuadros de color verde, donde: el estresor activa una respuesta normal del estrés fisioldgico
(liberacion simpdtica a corto plazo de epinefrina (E) y norepinefrina (NE), seguido de la secrecion de cortisol.) Una
respuesta adaptativa de afrontamiento permitiendo los niveles normales de: E/NE y cortisol. El estrés crénico
representado con recuadros de color amarillo induce una excrecion prolongada y excesiva de cortisol, creando una
memoria basada en el miedo del estimulo estresante, que es sintetizada y reactivada mediante futuros estresores.
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Ademds, la disfuncion de cortisol es ocasionada debido a la mala adaptacion del organismo a la respuesta de estrés
agudo y resulta en una inflamacion no modulada, depresion, dolor y ansiedad (Mogilski, Wysocki, Reeve, & Mitchell,
2019).

Repercusiones del estrés en el estado de salud general

Vulnerabilidad al estrés

La vulnerabilidad al estrés se refiere a la sensibilidad de una persona a un evento
estresante. Por ello, expertos buscan crear modelos para explicar el mecanismo de
accion del estrés, como es el modelo diatesis-estrés (Garcia, Barrio, Lopez, & Bedia,
2013). Este modelo menciona que el paciente puede tener cierta vulnerabilidad
genética o predisposicion (diatesis) al estrés, en el momento que existe una
interaccién entre el individuo y un suceso vital estresante, por consiguiente, se
desencadena un trastorno psicologico (Trucco, 2002). Cuanto mayor sea la
vulnerabilidad, menor estrés se necesita para desencadenar una conducta
estresante. Por otro lado, cuanto menor sea la contribucion genética, sera mayor el
estresante necesario para producir un resultado particular (Trucco, 2002). Sin
embargo, existen individuos que presentan una gran predisposicion al estrés y no
desarrollan ningun trastorno ante una situacion determinada, dado que afrontan o
desarrollan estrategias contra el estrés (Garcia, Barrio, Lépez, & Bedia, 2013). Una
de esas estrategias es la evaluacién cognitiva, la cual es un proceso que permite
determinar, si la situacion estresante supone una amenaza real para su bienestar y
gue la persona tenga los recursos necesarios para enfrentar la situacion (Facal, y
otros, 2017).

Para poder afrontar el estrés, el paciente debera realizar esfuerzos cognitivos y
conductuales de esta manera adaptarse a la situacién (Vega-Valero, Villagran-
Velazco, Nava-Quiroz, & Soria-Trujano, 2013). Para ello, existen dos direcciones de
afrontamiento: “centrado en la emocion” o “dirigido al problema” (Vega-Valero,

Villagran-Velazco, Nava-Quiroz, & Soria-Trujano, 2013). El afrontamiento dirigido a
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la emocién es cuando la persona se da cuenta que no puede hacer nada ante la
situacion, y por consiguiente, emplea conductas como evitacion, distanciamiento,
minimizacion del problema, etc. (Fernandez & De la Torre-Vacas, 2014). Mientras
que el afrontamiento dirigido al problema ocurre cuando el individuo emplea
estrategias activas para solucionar la situacion (Fernandez & De la Torre-Vacas,
2014).

De esta manera, (Ferndndez & De la Torre-Vacas, 2014) concluyé que, aunque un
individuo presenté vulnerabilidad hacia el estrés, puede no afectarlo si utiliza
estrategias adecuadas de afrontamiento y una adecuada evaluacion cognitiva ante

la situacion.

Conocer las caracteristicas de los estimulos estresantes son fundamentales para
dar un tratamiento adecuado por parte de los psicélogos y algunas de ellas son: la
intensidad, duracion, grado de previsibilidad y control por parte del individuo
(Sandin, 2003).

Los psicélogos aconsejan ciertas conductas a sus pacientes que pueden prevenir

el estrés psicoldgico, los mas importantes son (Brun, 2013):

Autoeficacia: El grado de modificacion o determinacidn por parte de las personas
ante las demandas de su entorno. Los niveles altos en autoeficacia generan niveles
mas bajos de malestar psicolégico y la persona es capaz de contrarrestar las

adversidades y permiten al paciente tener mayor confianza en si mismo.

Estilo atribucional: La reflexion por parte del individuo respecto a las acciones

realizadas en una situacion determinada.

Apoyo social: La asistencia social por parte de tres 0 mas personas que recibe la

persona, con el objetivo de reducir el malestar psicoléogico.
Locus control: La autocritica del control de las conductas por parte del paciente.

Optimismo-pesimismo: La perspectiva positiva o negativa del individuo ante las

circunstancias de la situacion. Asimismo, se puede tener un caracter optimista
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(considerar las metas y estar orientado hacia el futuro) o pesimista (propenso a la

depresion y experimentar mayor nivel de estrés).

Autoestima: La alta autoestima permite al paciente reducir los niveles de cortisol,

debido a la reduccion de situaciones estresantes.

El estudio de estos factores ha permitido reformular el modelo de “diatesis-estrés”
a “diatesis-estrés-factores protectores”, con el objetivo de reducir la vulnerabilidad
al estrés mediante el desarrollo de estrategias de proteccion (Fernandez & De la
Torre-Vacas, 2014). Ademas, este modelo permite que los psiquiatras conozcan
mejor a su paciente y de qué manera ayudarlo ante esta situacién (Fernandez & De
la Torre-Vacas, 2014).

Afectaciones en la salud ocasionado por el estrés.

Como se menciond anteriormente, una respuesta desadaptativa por un periodo
largo hacia el estrés con lleva a un deterioro en la salud, causando enfermedades
psicosomaticas o desregulacion del sistema inmune y trastornos psicologicos
(Schneiderman, Ironson, & Siegel, 2005). Las cuales se describiran brevemente en

el siguiente apartado.

Enfermedades psicosomaticas
Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades coronarias son consideradas enfermedades psicosoméaticas
debido a sus causas psicosociales (Esch, Stefano, Fricchione, & Benson, 2002). En
situaciones de estrés, el sistema nervioso libera catecolaminas y afectan de
diferente manera al sistema circulatorio, como: el incremento de respiraciones,
aceleracion del ritmo cardiaco y la presion arterial. Estos sintomas causan
enfermedades cardiovasculares graves o accidentes cerebrovasculares (Esch,
Stefano, Fricchione, & Benson, 2002). Ademas, el paciente es susceptible de

padecer enfermedades cronicas como: arritmias, isquemia miocardica, infarto de
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miocardio, desregulacion de los factores de coagulacion, desarrollar arterosclerosis,

hipercoagulabilidad, entre otros (Dimsdale, 2008).

Alteraciones metabdlicas

El estrés cronico causa el consumo excesivo de calorias en alimentos apetecibles
como azucares o grasas (Tamashiro, Sakai, Shively, & Karatsoreos, 2011). Esto es
ocasionado porque los glucocorticoides atraviesan la barrera hematoencefalica e
influye en la expresion de péptidos anorexigénicos en el cerebro, los cuales se
encuentran implicados en la regulacion de la ingesta de alimentos (Tamashiro,
Sakai, Shively, & Karatsoreos, 2011). Ademas, los cambios en los patrones de
alimentacion ocasionados por la vida laboral afectan directamente en la ganancia
de peso y de masa corporal (Yaribeygi, Panahi, Sahraei, Johnston, & Sahebkar,
2017).

De la misma manera, el estrés puede ocasionar diabetes mellitus tipo 2, ocasionado
por la resistencia a insulina, y, asimismo, desregular de forma considerable la
diabetes infantil (Mitra, 2008).

Desregulacion del sistema inmune

Los glucocorticoides frente al estrés agudo tienen propiedades antiinflamatorias e
inmunosupresoras en el organismo, lo cual atenda la produccién y liberacién de
ciertas citocinas. Sin embargo, durante una situacion estresante prolongada se
desencadena un proceso inflamatorio crénico ocasionado por una actividad
constante de las interleucinas y una disrupcion en el proceso de retroalimentacion

negativa en el eje HHA (Segestorm & Miller, 2004).

Como también durante situaciones estresantes, el sistema inmunoldgico se puede

deprimir por una hiperactivacion del eje HHA. Este desajuste es atribuido al
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deterioro en la retroalimentacion negativa de los glucocorticoides (Segestorm &
Miller, 2004).

Desregulacion en trastornos psicoldgicos.

Los expertos sugieren, que el estrés psicolégico puede causar trastorno de

depresion mayor, basandose los siguientes puntos (Stroud, Davila, & Moyer, 2008):

» Los individuos que sufrieron estrés nocivo son mas propensos a desarrollar
un trastorno de depresion.
» La sintomatologia de la depresién y los cambios hormonales y conductuales
derivados por estrés agudo son muy similares.
» La depresion mayor y el estrés crénico se caracterizan por el
hipercortisolismo, por consiguiente, una desregulacion del eje HHA.
Existen areas cerebrales que contienen receptores de glucocorticoides como son:
el hipocampo, la amigdala y los I6bulos frontales, las cuales estan involucradas en
procesos de consolidacion en la memoria emocional (Sherwood-Brown, 2009). La
memoria emocional o “memoria fotografica” estd relacionada con emociones

fuertes, como es el miedo o la alegria (Sherwood-Brown, 2009).

Por otro lado, el estrés crénico afecta directamente al hipocampo, ocasionando una
menor memoria declarativa (Sherwood-Brown, 2009). Sherwood-Brown (2009)
sugiere gue los glucocorticoides alteran negativamente a las células encontradas
en el hipocampo, algunos de los efectos son: la ruptura en las ramificaciones

dendriticas, desregulaciones en el metabolismo de las neuronas y muerte celular.

Tratamientos para estrés

(Schneiderman, lIronson, & Siegel, 2005) menciona que existen dos vertientes para
contrarrestar el estrés. Puede ser psicologico o médico, los cuales se describiran a

continuacion:
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Tratamiento psicolégico

La psicologia aporta técnicas para reducir la carga albstatica y prevenir el
padecimiento o agravamiento de las enfermedades cronicas mencionadas. Los

meétodos mas eficaces, son los siguientes (Schneiderman, Ironson, & Siegel, 2005):

Relajacion y entrenamiento autégeno: La relajacién progresiva es un estado de
alivio, mediante la distension de los musculos que se contraen durante el estrés,
mientras que, el entrenamiento autdgeno permite al individuo relajarse mediante la

autosugestion y quitando sensaciones corporales, como pesadez o calor.

Mindfulness: Un programa que ensefia técnicas al individuo, con el objetivo poder
enfrentar al estrés de manera mas efectiva y consciente mediante la aceptacion de
la situacién sin prejuicios del momento. Cabe mencionar, el seguimiento de este
programa reduce malestares ocasionados por el estrés, como: el dolor prolongado,

la depresion, la desregulacion del sistema inmune, etc.

Control de la respiracion: Técnicas de respiracion, que permiten al individuo
reducir y controlar sintomas fisiolégicos como sudoracion, palpitaciones, respiracion

agitada, etc.

Reestructuracion cognitiva: La modificacion de pensamientos o creencias
distorsionadas, que pueden ocasionar trastornos emocionales. Los expertos
recomiendan ciertas terapias, como: la terapia racional-emotiva de Ellis O la terapia

cognitiva de Beck.

Inoculacion del estrés: Un programa que emplea diferentes técnicas en conjunto,
como: relajacion, respiracion y reestructuracion cognitiva, con el objetivo de reducir

la vulnerabilidad ante el estrés.

Tratamiento médico
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A veces las técnicas del tratamiento psicolégico, no son suficientes y deben de ir

acompafadas con actuaciones meédicas las cuales se describiran a continuacion:

Habitos higiénicos del suefio: Los expertos recomiendan mantener un ritmo
regular en los horarios del suefio, mediante: la reduccién de situaciones estresantes

previas al suefio y evitar bebidas energizantes (Jacobson & Monaghan, 2015).

Lareduccion de estrés mediante una dieta equilibrada: Los nutridlogos sugieren
disefiar una dieta con las siguientes caracteristicas: 35% de las calorias en
proteinas, 35% en frutas y verduras con bajo contenido de almidén y 30% de grasa
(20% en aceites monoinsaturados y 10% de grasas animales) (Gonzalez & Miranda-
Massari, 2014). Ademas, la ingesta de alimentos ricos en vitamina C refuerzan el
sistema inmune debilitado por el estrés psicolégico (Gonzalez & Miranda-Massari,
2014). Finalmente, el aporte de vitaminas del complejo B alivia varios sintomas
causados por el estrés (Gonzalez & Miranda-Massari, 2014). Por otro lado, en
situaciones de estrés se deben de retirar ciertos alimentos (alcohol y la cafeina),
con el objetivo de no desregularizar el ciclo vigilia-suefio (Jacobson & Monaghan,
2015).

Medicamentos

Los antidepresivos son medicamento que se han utilizado como un refuerzo del
estado de animo, debido a su baja incidencia de efectos adversos, no obstante, se
han descrito causantes de distintos malestares, como son: casos de insomnio, falta
de apetito, sedacion, cefalea y alteracion de la funcion sexual (Thielen, Nygaard,
Rugulies, & Diderichsen, 2010).

Otro grupo de medicamentos prescritos son los benzodiacepinas, debido a su uso
dentro de la metodologia, se explicard con mas detalle el mecanismo de accion,
farmacocinética, farmacodinamia y su frecuencia de prescripcion por los

especialistas.
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Benzodiacepinas

Impacto e importancia de los benzodiacepinas

La vida laboral en nuestro pais, no permite a los trabajadores poder practicar
disciplinas recreativas, debido a que México es de los paises con las jornadas mas
extensas del mundo, segun la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico (OCDE) (Latina), 2018). Por dicha razén, los mexicanos buscan ayuda
en los centros de salud para poder aliviar una situacion estresante multifactorial.
Los benzodiacepinas actian sobre el sistema prototipo de ansiedad asociado al
acido gama-aminobutirico (GABA) y a partir de su descubrimiento a mediados de
los 50°s han tenido un crecimiento exponencial en las prescripciones (Nothdurfter,

Rupprecht, & Rammes, 2012), como se muestra en la siguiente gréfica:
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llustracién 4. La tendencia de 50 afios desde el descubrimiento de los ansioliticos (Griebel & Holmes, 2014). El eje de la
“Y” representa el nimero de experimentos (un farmaco probado en un ensayo o modelo) asociados a la investigacion del
trastorno de ansiedad, mientras que el eje “X” presenta el transcurso de los afios de 1960 a 2012. Con respecto a las
barras, sefialan los farmacos ejemplificados, como: 5- hidroxitriptamina (5-HT; también conocida como serotonina),
neuropéptidos, glutamato y endocannabinoides) La grafica muestra, que el nimero de investigaciones crece de manera
constante a partir de 1980, llegando a su punto maximo en 1998 y permanecié constante hasta la culminacion del

28



estudio. Cabe recalcar, que mas de la mitad de los experimentos se enfocan en el sistema 5-HT y neuropéptidos. Mientras
que, los sistemas de glutamato y endocannabinoides, tuvieron un crecimiento constante (Griebel & Holmes, 2014).

La principal diferencia entre los benzodiacepinas y los barbituricos es la reduccion
de efectos secundarios, como la depresion respiratoria (Wick, 2013). Por esta razén,
profesionales del area de la salud aceptaron de manera entusiasta a los farmacos,
incrementando la prescripcion. Al poco tiempo, se convirtieron en la familia
farmacoldgica por excelencia en el tratamiento de trastornos de ansiedad e iniciaba

“La saga de los benzodiacepinas” (L6pez-Mufioz, Alamo, & Garcia-Garcia, 2011).

Los benzodiacepinas son compuestos usados para controlar ciertos trastornos,
como: trastorno de ansiedad generalizada, trastorno de ansiedad social, hipnaéticos,
anticonvulsionantes y relajantes musculares (Baldwin, y otros, 2013). Sin embargo,
las limitaciones terapéuticas y los efectos secundarios de los benzodiacepinas como
ansioliticos, permite investigar més a fondo (Griebel & Holmes, 2014).

Mecanismo de los benzodiacepinas

En el sistema nervioso central existen neurotransmisores que regulan la actividad
cerebral mediante el incremento o disminucion de la excitabilidad en las neuronas
(Lasarge & Danzer, 2020). Uno de ellos es GABA, que tiene 2 funciones principales
en el sistema nervioso central, como son: ser un neurotransmisor inhibitorio y la
segunda es potenciar la funcion de las BZDs (Hinton & Johnston, 2018). Los
receptores GABA-A son proteinas complejas pertenecientes a la familia de
receptores asociados a los canales ionicos, por consiguiente, tienen una alta
selectividad por el ion cloro (Cl-) (Huang, Gonzales, & Dillon, 2006). Ademas,
constan de 2 tipos de unién a GABA y un sitio de unién para los benzodiacepinas.
En su interior se encuentra subdividido en 5 unidades de glicoproteina (dos alfas,
dos betas, una gama y un delta) y alrededor una estructura central de cloro (Batlle,
Lizano, Vifas, & Pujol, 2018). Cada subunidad contiene mudltiples isoformas: 6
subtipos de alfa (a1,2,3,4,5,6), 4 beta (1,2,3,4), 3 gamma (y1,2,3) y uno de delta
() (Besson, y otros, 2015).
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Los subtipos 1,2,3 y 5 de la subunidad alfa tienen una gran afinidad con los
benzodiacepinas, debido a sus residuos de histidina. Por esta razon, fueron
renombradas como: H101, H102, H126 y H105, respectivamente (Kelly, y otros,
2010).

Los subtipos actian como un modulador positivo alostérico, permitiendo la unién
del ansiolitico al receptor sin alterar la unién de GABA. Lo que permite la
hiperpolarizacion de las neuronas, por consiguiente, una atenuacién en su actividad

neuronal (Cortes-Romero, Galindo, Galicia-Isasmendi, & Flores, 2011).

Receptores especificos de BZD

Los expertos clasifican a los receptores de benzodiacepinas de acuerdo a sus
efectos como ansiolitico, algunos de ellos son (Rosas-Gutierrez, Simon-Arceo, &
Mercado, 2013):

= El receptor BZ:1 contiene el isotipo a1 y se situa en el cértex, talamo, el
cerebelo y el hipotalamo (es principal responsable de los efectos sedantes)
(Griffin, Kaye, Rivera-Bueno, & Kaye, 2013).

» EL receptor Bzz es inespecifico y contiene la isoforma a2, el cual tiene un
efecto miorrelajante y esta localizado dentro de la medula espinal. Mientras
que, el receptor Bzs contiene la isoforma a3 y es el responsable del efecto

ansiolitico (Najam, 2011).
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llustracion 5. Receptor dcido gama-aminobutirico (GABA) con sitios
de anclaje (Najam, 2011).

Farmacocinética y farmacodinamia de los benzodiacepinas

La farmacocinética describe la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion del
farmaco. Por otro lado, la farmacodinamia describe la sensibilidad de los receptores
al farmaco y el mecanismo de accién (Besson, y otros, 2015). Cabe recalcar, la
farmacocinética y/o la farmacodinamia varia de acuerdo al metabolismo de los
pacientes (Bandelow, Michaelis, & Wedekind, 2010).

Los benzodiacepinas pueden ser administradas, por: via intramuscular, intravenosa,
oral, sublingual, intranasal o rectal. Normalmente, los médicos las prescriben, en
presentacion oral o intramuscular (Nelson & Chouinard, 1999). Con respecto a la
administracion oral es absorbida mediante el tracto gastrointestinal. Mientras que,
la administracion intravenosa, se distribuye con mayor facilidad por el sistema
nervioso central (DeRuiter, 2014). La actividad de las BZDs se redistribuye de
manera similar a los barbituricos solubles en lipidos (DeRuiter, 2014).

Clasificacion de las Benzodiacepinas
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Los investigadores han clasificado de 2 maneras los benzodiacepinas, de acuerdo
a su potencia relativa y su vida media (Battle-Rocafort, 2018). La primera
clasificacion, consta de tres subdivisiones: baja, media y alta (Battle-Rocafort,
2018). Los primeros farmacos para combatir la ansiedad y el insomnio, tuvieron un
potencial de medio a bajo, como: la clordiacepoxida (con una vida media larga),
oxazepam Yy temazepam  (Battle-Rocafort, 2018). Después, surgieron los
benzodiacepinas un potencial medio a alto, como: alprazolam, lorazepam vy
clonazepam (Baldwin, y otros, 2013). Los cuales son usados para controlar ataques
de pénico y ataques obsesivo-compulsivo (Baldwin, y otros, 2013).

Actualmente, surgieron las benzodiazepinas de alta potencia y se caracterizan por
su eficacia terapéutica, sin embargo, tienen mayor numero de efectos adversos que

los farmacos de menor potencia (Baldwin, y otros, 2013).

La siguiente clasificacion es de acuerdo a su vida media y se subdividen de la
siguiente manera (Walley, 2012):

¢+ Accidén corta: La eliminacién de vida media consta de menos de 5 horas y son
usadas como hipnaéticos. Sin embargo, tienen varios efectos residuales cuando
son usadas por un periodo prolongado, como: insomnio, amnesia y problemas
de dependencia. Ejemplo: midazolam y triazolam.

% Accion intermedia: La eliminacion de vida media es de 5-24 horas, usualmente,
son usados como ansioliticos e hipnéticos. Ejemplo: Alprazolam, Lorazepam y
lormetazepam.

¢+ Accién prolongada: La eliminacion de vida media es mayor a 24 horas. Este
grupo se caracteriza, por su alto riesgo en adultos mayores o0 pacientes con

alguna enfermedad metabdlica. Ejemplo: diazepam.

Actualmente, existen 35 farmacos y solamente 21 disponibles para uso clinico
(Batlle-Rocafort, 2018).

Clonazepam
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De todos los derivados mencionados de los benzodiacepinas, se eligio el
clonazepam debido a su preferencia por los especialistas dentro de Latinoamérica

y en especial en México.

Respecto a Latinoamérica, se tomd como ejemplo un estudio que se realizé de los
principales ansioliticos en 280 recetas médicas durante el periodo de septiembre a
noviembre en 2019 en el hospital psiquiatrico “Carlos Lanfranco la Hoz”, ubicado en
Lima Pert (Novera-Tataje, 2019) . Donde se efectuaron muestreos probabilisticos
aleatorios con el conteo de receta y se calcularlos en porcentajes. Los cuales, se
representaron en la siguiente grafica y tabla (Novera-Tataje, 2019):

Tabla 1. Porcentajes basados en las recetas emitidas en la farmacia

ambulatoria del Hospital Carlos Lanfranco la Hoz, periodo setiembre —
noviembre 2018 (Novera-Tataje, 2019)).

Producto %
Sulpirida, Sulpirida, Mirtazapina, Amitriptilina, Flufenazina 0%
decanoato, Flufenazina, Trifluoperazina, Levomepromazina
Pregabalina, Topiramato, Tramadol, Clozapina, 1%
Clomipramina, Escitalopram

Clorpromazina, Ketoprofeno, Quetiapina 2%
Haloperidol 3%
Biperideno 5%
Carbamazepina 6%
Fluoxetina 7%
Acido Valproico 9%
Risperidona 17%
Clonazepam, Sertralina 19%

33



Clonazepam, Sertralina

Risperidona

Acido Valproico

Fluoxetina

Carbamazepina

Biperideno

Haloperidol

Clorpromazina, Ketoprofeno, Quetiapina

Pregabalina, Topiramato, Tramadol, Clozapina, Clomipramina...

Sulpirida, Sulpirida, Mirtazapina, Amitriptilina, Flufenazina...|®

0% 2% 4% 6% 8% 10% 12% 14% 16% 18% 20%

llustracion 6. Grafico de barras de medicamentos con mayor frecuencia de interaccion. (Novera-
Tataje, 2019).

Como se puede observar en las ilustraciones 5 y 6, los ansioliticos con mayor
frecuencia son el Clonazepam (19%) y la Sertralina (19%), seguido de la
Risperidona (17%); por otro lado: la Sulpirida, Mirtazapina, Amitriptilina, Flufenazina,

que representa el 0% (Novera-Tataje, 2019).

A su vez, en el mismo trabajo, se realizaron muestreos probabilisticos acerca de la
prescripcidn conjunta de ansioliticos con otros farmacos. Los cuales se muestran

en la siguiente tabla (Novera-Tataje, 2019):
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Tabla 2. Registro de base de datos de las recetas emitidas en la farmacia ambulatoria del Hospital Carlos Lanfranco la
Hoz, periodo septiembre — noviembre 2018 (Novera, 2019)

Farmaco 1 Farmaco?2 Cantidad Procentaje
Weces
Sertralina Clonazepam 50 20%
Risperidona Fluoxetina 25 109
Risperidona Clonazepam 16 6%
Sertralina Risperidona 15 6%
Acido Clonazepam 14 6%
WValproico
Risperidona Biperideno 13 520
Acido Carbamazepina 11 4240
valproico
Sertralina Ketoprofeno 9 494
Carbamazepina Risperidona 3 3%
Risperidona Acido Valproico (5] 2240
Biperideno Carbamazepina (6] 2%
Haloperidol Fluoxetina 5 2240
Clorpromazina Biperideno 4 2%
Sertralina Topiramato + 2%
Sertralina Pregabalina 4 2%
Acido Sertralina 4 2%
Valproico
Clonazepam Fluoxetina 3 1%o
Acido Fluoxetina 3 1%

Walproico

En la tabla 2, se observo un total de 248 interacciones medicamentosas en las
prescripciones, los farmacos que mas interactuaron fueron: 50 (20.16%) sertralina-
25 (10.8%) Risperidona-Fluoxetina, 16 (6.5%) Risperidona-
Clonazepam (Novera-Tataje, 2019).

clonazepam,

Se concluyé en este trabajo, clonazepam es uno de los medicamentos mas
recetados (con un 19% del total de prescripciones) y es recetado con otros

medicamentos en tratamientos un poco méas extensos (Novera-Tataje, 2019).

Con lo que respecta a México, en 2014, se realiz6 un estudio acerca de la
prescripcién de medicamentos inapropiados en adultos mayores hospitalizados por
enfermedades cardiacas (Martinez-Arroyo, Gémez-Garcia, & Sauceda-Martinez,
2014). El cual fue realizado en el Servicio de Geriatria y Cardiologia de la UMAE
Hospital de Cardiologia n.o 34 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), en
Monterrey (Nuevo Leon, México) (Martinez-Arroyo, Gomez-Garcia, & Sauceda-
Martinez, 2014).. Se compararon porcentajes basandose en las pruebas realizados
por (Novera-Tataje, 2019). Los resultados fueron los siguientes (Martinez-Arroyo,
Gbomez-Garcia, & Sauceda-Martinez, 2014).:
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Tabla 3. Nombres de medicamentos usados inapropiadamente en 208 pacientes en el Hospital de Cardiologia n.o 34 del
IMSS, con sus respectivos porcentajes (Martinez-Arroyo, Gomez-Garcia, & Sauceda-Martinez, 2014).

Nombre del medicamento Numero de pacientes Porcentaje
esquema de insulina rapida 86 39.4%
subcutanea con base en

glucosa capilar prepandial

Ranitidina 56 25.6%
Clonazepam 32 14.6%
Ketorolaco 29 13.3%
Espironolactona 14 6.4%
Hipoglucemias orales 10 4.5%

(metformina-glibenclamida)
Prazosina 7 3.2%
Cinarizina 6 2.7%

Clonazepam, no solamente es uno de los ansioliticos mas utilizados en el area de
psiquiatria, sino que también, es el 3° farmaco empleado en el area cardiolégica

(Martinez-Arroyo, Gomez-Garcia, & Sauceda-Martinez, 2014).

Farmacodinamia y Farmacocinética

El mecanismo de accion del Clonazepam, como anticonvulsivo y antipanico, aiin no
se conoce, sin embargo, se infiere un mecanismo de accién similar a los

pertenecientes de la familia de los benzodiacepinas (Drover, 2014).

Con lo que respecta a la farmacocinética, la administracion oral es absorbida casi
en su totalidad y la biodisponibilidad es casi absoluta (alrededor de un 90%)
(Wagner & O"Hara, 1997). Las concentraciones plasmaticas maximas sonde 1 a4
horas después de la administracion, posteriormente se une un 85% a proteinas
plasmaticas (DrugBank, 2010). Ademas, es metabolizado facilmente y su
biotransformacién ocurre principalmente por la reduccion del grupo 7-nitro al
derivado 4-am, mediante el citocromo P-450 (CYP3A). Normalmente, es excretado
el restante por la orina (DrugBank, 2010).
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Dosis y administraciéon

Clonazepam se encuentra disponible en tabletas. Las tabletas deben de ser
administradas con agua, para ser ingerido en su totalidad y ser utilizadas como
ansiolitico y para prevenir convulsiones (FDA, 2013). Sin embargo, en este trabajo,
se centrara solamente en la dosis y administracion de acuerdo al tratamiento como
ansiolitico. El departamento de farmacos de la FDA sugirié un tratamiento para la
etapa adulta, el cual inicia con una dosis de es 0.25mg (dos veces al dia) (FDA,
2013). En el 3° dia de tratamiento, se puede incrementar la dosis a 1 mg/dia y se
concluy6 dicho tratamiento basado en resultados de estudios anteriores (DrugBank,
2010). La dosis mas alta sugerida es de 3 mg, sin embargo, los cientificos han
demostrado menor indice de efectividad y mayor el nimero de efectos secundarios
(FDA, 2013). La continuacion del tratamiento dependera de la reduccion de las crisis
o la intensidad de los efectos secundarios. Para poder concluir el tratamiento si un
sindrome de abstinencia, se debe de reducir la dosis (0.125mg) cada tercer dia,

hasta que el farmaco esté completamente retirado (FDA, 2013).

EFECTO DEL ESTRES SOBRE REPRODUCCION

Multiples pueden ser los efectos del estrés sobre la fisiologia de los organismaos, sin
embargo, una de funciones mas afectadas ha sido la reproduccion. Las afectaciones
pueden ser a niveles anatomofuncionales y pueden ser diferentes en cada sexo.
Por lo tanto, en la presente seccién haremos una breve descripcién del aparato

reproductor femenino y masculino y como pueden ser afectados por estrés.

Aparato reproductor femenino

Primero, se describira brevemente la fisiologia y anatomia del aparato reproductor

femenino.

Ovario

37



Los ovarios se encargan de producir las células sexuales femeninas (6vulos),
también tienen una funcion endocrina que es sintesis de las hormonas sexuales
femeninas, como: estrogenos y progesterona (Ramirez-Gonzalez, 2012) . Los
ovarios tienen una consistencia dura en forma de almendra y una superficie lisa
antes de la pubertad, sin embargo, cuando inicia la menstruacion, se van

deformando con el transcurso del tiempo (Sirtokin, 2011).

La reserva de 6vulos es finita, la mujer nace con alrededor de 1 millén de células, y
disminuye progresivamente hasta el periodo de la pubertad (Ramirez-Gonzalez,
2012). En la pubertad tiene un promedio de 300,000 mil évulos y la hipdfisis
empieza a producir las hormonas gonadotropicas, como la foliculoestimulante (FSH)
y la hormona luteinizante (LH), las cuales se encargan de la maduraciéon de los
foliculos, la ovulacion y la formacion del cuerpo luteo (Ramirez-Gonzalez, 2012).
Cada ciclo empieza con la maduracion de varios foliculos y so6lo uno de ellos

madurara y dara salida al ovulo (Ramirez-Gonzalez, 2012).

Tubas uterinas

Las tubas son los conductos que acarrean a los 6vulos desde el ovario hasta el
Gtero. Llegan a medir 12 centimetros y se dividen en: pabellén, ampolla, istmo y
porcion intramural (Sirtokin, 2011). Mientras que, su estructura interna esta formada
por tres capas: mucosa, muscular y serosa, separadas de manera heterogénea
(Sirtokin, 2011).

Las funciones de las tubas uterinas son: arrastrar al 6vulo en una corriente liquida,
retrasar al ovulo mediante la mucosa y las células secretoras tubéaricas nutran al
ovulo (Findlay, Kerr, Britt, & Hii-Liew, 2009). Finalmente, las tubas se encargan de
trasladar al 6vulo fecundado y sin fecundar, mediante contracciones musculares
(Briceag, 2015).

Utero
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El Utero es un érgano mévil y se encuentra en medio de la vejiga y el recto, debajo
del intestino y encima de la vagina (Findlay, Kerr, Britt, & Hii-Liew, 2009). En la mitad
del érgano se sitla un estrechamiento y es dividido en dos partes (Findlay, Kerr,
Britt, & Hii-Liew, 2009).

La estructura interna se divide en 3 capas: la mucosa donde se encuentran vasos y
glandulas tubulares simples, miometrio se subdivide en 3 capas: capa interna, capa
media y capa externa; finalmente la serosa (Ramirez-Gonzalez, 2012).

Las funciones del atero son mantener al embridén durante el embarazo y expulsar al
feto cuando llega el término (Sirtokin, 2011). El desalojo del feto necesita de la
contraccion de fibras musculares uterinas y hormonas (oxitocina, estrégenos y

prostaglandinas) (Sirtokin, 2011).

Vagina

La vagina es un conducto de 10cm que abarca desde el cuello del Gtero a la vulva
y esté situada entre la vejiga y el recto . Su estructura es elastica, lo que permite la
salida del feto en el parto (d'Amati, Tiziana-di-Gioia, & Proietti, 2003). Respecto a la
estructura interna consta de la mucosa, la cual cambia en el ciclo menstrual, la capa
muscular y la adventicia, donde estan contenidos nervios y vasos sanguineos
(Sirtokin, 2011).

La vagina es encargada de recibir al pene y contribuye en la lubricacion sexual
durante el coito (d'Amati, Tiziana-di-Gioia, & Proietti, 2003). Ademas, en el parto, la
elasticidad es crucial para que el feto pase por ella hacia el exterior (d'’Amati,
Tiziana-di-Gioia, & Proietti, 2003).

Genitales externos

La vulva es el conjunto de 6rganos genitales externos, la cual esta limitada por los
labios mayores y por dentro de los labios menores, que definen la apertura de la

vagina y de la uretra (Thibodeau, 2015). En la parte de atras de los labios, se
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encuentra el clitoris, el cual es el 6rgano eréctil de la mujer y estd compuesto a partir
de 2 cuerpos cavernosos (Thibodeau, 2015). Finalmente, la uretra femenina esta
en estrecha relacion con el 6rgano genital, dado que desemboca en el vestibulo
vulvar (Thibodeau, 2015).

Las funciones de la vulva son la dilatacién del orificio vaginal para permitir el paso
del feto, producir una secrecién lubricante que facilita la penetracion y la uretra que

interviene en la eliminacion urinaria (Sirtokin, 2011).

llustracion 7. Corte sagital del aparato reproductor femenino. Para su esquematizacion fueron enumeradas las partes de
la siguiente manera: 1) Trompa uterina; 2) Ovario,; 3) Cuerpo del utero,; 4) Fondo del utero; 5) Vejiga urinaria,; 6) Sinfisis
del pubis; 7) Uretra; 8) Clitoris; 9) Vagina; 10) Labio mayor; 11) Labio menor; 12) Recto; 13) Cuello; 14) Uréter (Thibodeau,
2015).

Los efectos del estrés psicologico sobre la fertilidad femenina
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La relaciéon entre una respuesta desadaptativa prolongada por parte de la mujery el
efecto en su fertilidad, ha sido estudiada y cuestionada a lo largo de los afios. Se ha
demostrado, en modelos animales y en humanos, que el cortisol secretado por un
periodo largo, puede ocasionar efectos adversos prolongados en el sistema
neuroendocrino. Uno de ellos se realizé en monos hembras que fueron expuestas
a estrés psicologico y se observo un incremento importante de la actividad en la
zona adrenal, la cual estd significativamente relacionada con la disfuncion
reproductiva por estrés inducido (Nargund, 2015). Como también se demostr6 que
altas concentraciones de glucocorticoides en la sangre, afectan directamente al
hipotalamo (Whirledge, 2013). De esta manera, es alterada la liberacion fisiolégica
de la hormona gonadotropina (GnRH), lo que genera una reduccion de estrégenos
y la hormona luteinizante (LH) (Whirledge, 2013). Este desajuste causa un retraso
en la maduracion folicular y ovulacion (Whirledge, 2013).

En otro estudio en ovejas, demostraron una relacion directa entre la produccién de
la hormona inhibidora de gonadotropina con el estrés cronico, lo que abstiene la
liberacion de LH por parte de la hipofisis . Se conoce actualmente que las anomalias
en las secreciones de LH tiene un efecto directo sobre la secrecidn y la sintesis de

esteroides sexuales dentro del ovario (Kumar & Sharma, 2014).

Finalmente, se demostré mediante modelos murinos que el estrés puede reducir la
receptividad endometrial, aun administrado suplementos hormonales (Whirledge,
2013).

A partir de los cambios en los procesos neuroendocrinos, por consiguiente,
sabemos que se afectan eventos fisioldgicos relacionados con la fertilidad, como: la
ovulacion, la fertilizacién, reduccién en las tasas de concepcién, ciclos de
menstruacion prolongados (mayores a 35 dias) y reduccion de la reserva ovarica
(Palomba, y otros, 2018). Finalmente Palomba et al. (2018) publicé una revisién, en
donde recopild informacion acerca de los efectos que tiene el estrés sobre diferentes
partes del cuerpo. En el subtema relacionado con el aparato reproductor femenino,
realizo el siguiente esquema explicando dos vias de afectacion; la primera mediante

una desregulacion hormonal explicada previamente y la segunda basada en la
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produccion de especies reactivas de oxigeno causadas por cambios en el estilo de
vida, lo que conlleva una respuesta apoptoética por parte de las células granulares,

el resultado de ambias vias es la apoptosis ovarica (Palomba, y otros, 2018).

Cerebro Tris Presion y Demandas

Hipotalamo ambientales

Hipofisis Cambios en el estilo de vida

Consumo de — Otrcts
alcohol cambios l

Estres oxidativo
Glandulas
juprarrenales

Apoptosis de las
células granulares

4

S
Estradiol ‘ Reduccion del crecimiento y

- desarrollo de dwvulos
Apoptosis
ovarica ’

=N

Deterioro de la calidad de los évulos

-

Disfuncion feproductiva

llustracion 8. Diagrama esquemdtico mostrando el impacto del estrés sobre el aparato reproductor femenino (Palomba, y
otros, 2018).

Sistema Reproductor masculino

El sistema reproductor masculino consta de los testiculos, los cuales tienen
funciones endocrinas, la formacion y maduracion de espermatozoides, que seran
trasladados a través de las vias espermaticas hasta la uretra con la ayuda de las
contracciones musculares de la préstata, finalmente los espermatozoides

desembocan en el exterior a través del pene (Cordova, 2003).

Testiculos
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Los testiculos son 2 6rganos situados en el exterior de la cavidad abdominal y se
alojan junto al epididimo dentro de las bolsas escrotales, las cuales tienen como
funcién mantener los testiculos a una temperatura inferior a la temperatura corporal
(King-Stransiger & Di Lorenzo, 2008)

El testiculo se conecta con la cabeza del epididimo en la parte superior, mientras
que el cuerpo y la cola del epididimo descienden unidos a la cara posterior del
testiculo (King-Stransiger & Di Lorenzo, 2008).

Con lo respecta a la estructura interna, el testiculo esta envuelto por una capsula
fibrosa y en la parte posterior se encuentra el cuerpo de Highmore (King-Stransiger
& Di Lorenzo, 2008). En el cuerpo de Highmore emergen los |6bulos del testiculo
que dividen al testiculo en 300 compartimentos (King-Stransiger & Di Lorenzo,
2008). Dentro de cada Iébulo, se encuentran los tubos seminiferos, en donde se
forman los espermatozoides (Rodriguez, Gonzéalez-Santos, Vargas-lbarra, &
Herrera-Barragan, 2018). En el hombre durante la pubertad aumenta el nimero de
mitosis que realizan las espermatogonia. En el proceso de espermatogénesis, las
células de Sertoli tienen diferentes funciones, como: aportan nutrientes a los
espermatozoides, segregan hormonas, estimulan a las células de Leydig, forman
una barrera hemato-espermatica (la cual impide la entrada de células sanguineas
pero si el paso de oxigeno), determinan el sexo masculino del progenitor, etc; por
otro lado, se encuentran las células de Leydig o células intersticiales, las cuales
producen testosterona y la vierten en los capilares (Rodriguez, Gonzalez-Santos,

Vargas-lbarra, & Herrera-Barragan, 2018).

Espermatogénesis

Fase meidtica de la espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso continuo, en donde estan involucrados
cambios celulares y genéticos controlados, de esta manera, el ADN de los

espermatozoides maduros, no presenta alteraciones y se encuentra empaquetado
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correctamente por las histonas y las protaminas (Navarro-Lopez, 2018). Este
proceso es dividido en tres fases: fase mitotica, fase meibtica y espermiogénesis.
La mitosis inicia cuando las células germinales primordiales entran a la génada y
forman espermatogonias, las cuales se dividen de forma continua (
espermatogonias de tipo A) o algunas de ellas, no se dividiran mas
(espermatogonias de tipo B) y formaran espermatocitos primarios (Navarro-Lopez,
2018). Posteriormente comienza la meiosis, en donde las espermatogonias de tipo
B tienen dos fases meibticas; con lo que respecta a la 1° fase meibtica o meiosis I,
se formaran los espermatocitos secundarios, los cuales son haploides y de menor
tamafo que su antecesor (Salazar, 2011). Cabe mencionar que durante la profase
| de la meiosis, la proteina Spoll corta al ADN de doble cadena, estos cortes son
necesarios para que ocurra la recombinacion homologa (Keeney, Lange, &
Mohibullah, 2014). Una vez finalizada la recombinacion, la proteina serina/treonina
quinasa mutada (ATM) repara las terminaciones libres y preveniene otra ruptura de
ADN (Cooper, Wardell, Garcia, & Neale, 2014). Consecutivamente, sucede la 2°
fase meiotica o meiosis Il y se forman cuatro espermatidas haploides, las cuales
contienen un ndcleo alargado con ADN y un flagelo que les permiten moverse al
centro del tubulo seminifero; sin embargo, carecen de una morfologia celular para

una adecuada fecundacién (Salazar, 2011).

Espermiogénesis

Las células de Sertoli inducen el proceso de espermiogénesis o metamorfosis, el
cual es el conjunto de diferenciaciones que sufren las espermatidas hasta
convertirse en espermatozoides maduros. Se reconocen cuatro fases
caracteristicas: la fase de Golgi, la fase de capuchén, acrosomal y maduracién
(Navarro-Lopez, 2018): En primer lugar, el aparato de Golgi se desplaza al nucleo
y se fusionan sus vesiculas para convertirse en la vesicula acrosomal que se
localiza en la parte apical del nucleo. Esta union permite que los centriolos en forma
de T migren hacia lo que se convertira en la base del nucleo. Mientras que, a partir

del centriolo distal crece el axonema, el cual esta compuesto de nueve microtubulos
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y abarca desde el cuello del espermatozoide hasta la tercera parte distal del flagelo
(Salazar, 2011). Posteriormente, la vesicula acrosomal se aplana formando una
capucha sobre el nucleo, esta etapa se conoce como “fase acrosomal” (Salazar,
2011). La cromatina del nucleo aumenta su condensacion, debido a que ocurre un
intercambio de histonas por protaminas, las cuales se unen para formar estructuras
toroides, de esta manera, poder compactar al ADN, por consiguiente no puede
haber ni replicaciéon ni transcripcion (Salazar, 2011). Consecutivamente, las
estructuras toroidales con el ADN se ensamblan a la matriz nuclear en las regiones
de unidén a la matriz (“MAR regions” por sus siglas en ingles) (Ward, 2010). El alto
grado de compactaciéon del ADN con las protaminas, le dan la capacidad al
espermatozoide maduro transportar el material genetico masculino, sin ninguna
alteracion, hasta llegar al ovulo y formar el cigoto (Barnes, Zubair, John, Poirier, &
Martin, 2018). Durante la fase acrosomal, el acrosoma queda en direccion de la
membrana basal en donde se depositan los granulos; mientras que el citoplasma
se traslada hacia la base de la cabeza (Barnes, Zubair, John, Poirier,. Por otro lado,
la mitocondria migra y rodea a la parte proximal del axonema flagelar y a las fibras
densas (Navarro-Lépez, 2018). Este conjunto de compartimentos formaran la pieza
intermedia del espermatozoide maduro (Navarro-Lopez, 2018). Finalmente, durante
la fase de maduracion, los espermatozoides tienen su morfologia final: la cabeza
ovalada y plana cubierta en sus dos terceras partes por el acrosoma, la mitocondria
se encuentra en la pieza media y la cola dividida en tres piezas (media, principal y
terminal) (Navarro-Lopez, 2018). En esta fase se origina la gota citoplasmatica,
dado que el citoplasma se desplaza hacia la pieza terminal de la cola (Navarro-
Lopez, 2018).
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llustracion 9.. Fases de la espermatogénesis. La espermatogénesis se divide en tres fases: fases mitdtica, fase meidtica y
espermiogénesis (Navarro-Lopez, 2018).

Espermiacién

La fase de maduracién culmina con la espermacion, la cual consta en la liberacion
mediante movimientos peristalticos de los espermatozoides a la cola del epididmo

en donde son almacenados.

Espermatozoide maduro

El espermatozoide estd compuesto por cuatro partes: la cabeza, el cuello, la pieza
media y la cola (King-Stransiger & Di Lorenzo, 2008). A partir de esta base, los
expertos concuerdan que la morfologia de un espermatozoide normal es la
siguiente: la cabeza tiene una estructura ovalada y mide de 3a5 umde largoy 2 a
3 um de ancho (King-Stransiger & Di Lorenzo, 2008). La mayor parte de la cabeza
es abarcada por el acrosoma, el cual contiene enzimas esenciales en el proceso de
fertilizacion y cubre 2 tercios del nucleo espermético (King-Stransiger & Di Lorenzo,
2008). La pieza media tiene que ser esbelta y esta rodeada por una vaina
mitocondrial que produce la energia requerida para la movilidad de la cola (King-
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Stransiger & Di Lorenzo, 2008). Finalmente, la cola es uniforme y mas delgada que

la pieza media (King-Stransiger & Di Lorenzo, 2008).

CABEZA

vaina de la cola

SEGMENTO
INTERMEDIO

llustracion 10. Partes del espermatozoide humano. (Parada-Puig, s.f.).

Los espermatozoides humanos necesitan tres procesos fisiologicos para poder
feritilizar: maduraciéon epidimaria, capacitacion y reaccion acrosomal (Rodriguez,
Gonzélez-Santos, Vargas-lbarra, & Herrera-Barragan, 2018). La maduraciéon del
espermatozoide va transcuriendo mientras transita a lo largo del epididimo y son
considerados maduros y fertiles (Rodriguez, Gonzéalez-Santos, Vargas-lbarra, &
Herrera-Barragan, 2018). Con lo que respecta a la capacitacion y reaccion

acrosomal ocurren dentro del aparato reproductor de la hembra (Rodriguez, 2018).

Calidad espermatica

La calidad espermatica de un paciente puede ser evaluada mediante el
espermiograma, €l cual se basa en parametros macroscopicos y microscopicos
(Toro-Montoya, 2009). Los parametros macroscopicos el analisis del semen, que
incluyen: la evaluacion de la apariencia, la licuefaccion, la viscosidad o consistencia,
el volumen de la muestra y el pH(Toro-Montoya, 2009. Mientras que los parametros
microscopicos analizan las caracteristicas de los espermatozoides maduros, como
son: la motilidad, la vitalidad, el recuento de células, la morfologia de los

espermatoides y examen citobacteridlogico sobre el semen (Toro-Montoya, 2009).
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Cabe mencionar, que en los ultimos afios, se han demostrado diferentes

anomalidades en los espermatozoides causadas por defectos genéticos.

Las vias espermaticas

Las vias espermaticas incluyen: los tubos seminiferos, los tubos rectos, la red de
Haller, los conductos eferentes, epididimo, conducto deferente, vesiculas seminales

y conductos eyaculadores (Jameson, 2013).

Las vesiculas seminales son encargadas de secretar el liquido seminal en la
eyaculacion y estan situadas entre la vejiga y el recto, por encima de la prostata
(Jameson, 2013). . Finalmente, el conducto eyaculador es un tubo corto que

atraviesa la préstata y termina en la uretra prostética (Jameson, 2013).

En la estructura interna, se encuentran los conductos eferentes, los cuales constan
de células ciliadas y células con micro vellosidades (Jameson, 2013). Estas
vellosidades facilitan la progresion de los espermatozoides hacia el conducto

epididimario (Jameson, 2013).

Se puede concluir, las principales funciones de las vias espermaticas (Jameson,
2013):

o Ayudar a los espermatozoides mediante contracciones hacia el exterior en el
momento de la eyaculacion.
o Las células de algunas vias espermaticas producen una secrecion mucosa

gue nutre a los espermatozoides y los protege en el trayecto.

Prostata

La préstata es una glandula de secrecion exocrina que se sitia debajo de la vejiga
y por la parte posterior se localiza el recto (Robles-Rodriguez, Garibay-Huarte,
Acosta-Arreguin, & Morales-Lopez, 2019). Respecto a la estructura interna, existen

diversas vias espermaticas que dividen a la préstata en cuatro I6bulos: uno medio
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otro anterior y dos laterales (Robles-Rodriguez, Garibay-Huarte, Acosta-Arreguin, &
Morales-Lopez, 2019).

El liquido prostatico es blanquecino y se une a las secreciones espermaticas para
constituir el semen, con el objetivo de neutralizar la acidez de los demas
componentes del semen (Robles-Rodriguez, Garibay-Huarte, Acosta-Arreguin, &
Morales-Lopez, 2019). Finalmente, durante la eyaculacion, la préstata se contrae
para expulsar su liquido hacia la uretra (Robles-Rodriguez, Garibay-Huarte, Acosta-
Arreguin, & Morales-L6pez, 2019).

Pene

El pene es un 6rgano cilindrico y esta formado por tres elementos que permiten la
ereccidn: dos cuerpos cavernosos y un cuerpo esponjoso (Walton, 2017). Ademas,
el pene esta recubierto por varias capas: la fibroelastica, la fascia peneana, la fascia

superficial del escroto y perineo (Walton, 2017).

El pene tiene 2 funciones: interviene en la miccidén y permite la copula en el acto
sexual (Fritz & Speroff, 2011). Por estimulaciones nerviosas, los cuerpos
cavernosos y esponjosos se irrigan, lo que permite que el pene aumente de tamafio
y se endurezca para la realizacion del coito (Fritz & Speroff, 2011). Durante el coito,
se observan varios cambios fisiologicos y se pueden dividir en 3 fases: excitacion,
orgasmo y resolucién (Fritz & Speroff, 2011). Sin embargo, este proceso puede ser

inhibido por estimulos psiquicos, como el temor (Fritz & Speroff, 2011).

Uretra masculina

Desde la vejiga urinaria, la uretra desciende atravesando la préstata y es nombrada
como uretra prostatica (Multescu, 2016). En el sector, donde, la uretra atraviesa el
musculo del perineo, es nombrada como uretra membranosa (Multescu, 2016).

Finalmente, la uretra pasa por debajo del musculo del perineo y entra en el bulbo
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esponjoso, a partir del bulbo hacia el exterior, se conoce como uretra esponjosa
(Multescu, 2016).

llustracion 11. Corte sagital del aparato reproductor masculino. Para su esquematizacion fueron enumeradas las partes
de la siguiente manera: 1) Uréter; 2) Vesicula seminal; 3) Recto; 4) Gldandula prostdtica; 5) Glandula de Cowper; 6) Ano;
7) Conducto deferente; 8) Epididimo; 9) Testiculo; 10) Escroto; 11) Pene; 12) Uretra,; 13) Vejiga urinaria (Multescu,
2016).

Efecto del estrés psicolégico sobre la espermatogénesis

En los Ultimos afios, estudios epidemioldgicos han encontrado que existe una
relacion entre el estrés psicoldgico y la infertilidad masculina. Uno de ellos fue
realizado en murinos, donde se demostré que glucocorticoides secretados por el
estrés psicolégico pueden afectar negativamente a las células de Leydig, por
consiguiente, una reduccion en la sintesis de testosterona (Nargund, 2015).
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Posteriormente, se realiz6 un estudio en ratas, donde se buscaba demostrar el
efecto que tiene el estrés psicoldgico sobre la espermatogénesis. Peng et al. (2019)
buscaron explicar el desequilibrio en el proceso de la espermatogénesis ocasionado
por el estrés, mediante el disefio de un posible mecanismo molecular de dos pasos,
el cual es el siguiente: en primer lugar, el estrés cronico detiene el ciclo celular de
las espermatogonias en la fase Go/Gi, por consiguiente, el nUmero de espermatidas
y espermatozoides maduros se reduce drasticamente (Peng, y otros, 2019).
Asimismo, se propone un incremento en el nUmero de espermatidas apoptoticas,
de esta manera, se reduce el numero de espermétidas en cada tubulo seminifero.
El segundo enunciado se atribuye, que el proceso de apoptosis es ocasionado por
estrés oxidativo. Peng et al. (2019) para poder explicar los enunciados

mencionados, esquematizo el siguiente mecanismo:

51



\ Estrés
ﬁ Glandula
1 suprarrenal
2 Glucocorticoides/Seiial GR

1 BAX p53 c-CASPASA 3

' CICLINA CDK4 D1 p-Rb

1 Apoptosis MArresto del | W

\ ciclo celular

J Espermatidas

Sefial promotora

Sefial supresora

Ntcleo de céls. De Sertoil
Espermatogonia

Espermatocitas J, Concentracion

Espermatidas 't'
Espermatozoide espermatica

11

llustracion 12. El modelo propuesto por Peng y colaboradores esquematizando el deterioro de la espermatogénesis
inducido por estrés psicoldgico. EI mecanismo molecular propuesto se divide en dos partes: 1) la produccion de
glucocorticoides activa la sefializacion de los receptores de glucocorticoides (GR), los cuales estimulan apoptosis en las
espermdtidas a través de la activacion de BAX, p53 y CASPASA 3. 2) El estrés inhibe la progresion celular de las
espermatogonias en la fase GO/G1 mediante la desregulacion de CDK4, Ciclina D1 y p-RB. En ambos aspectos se puede
visualizar la reduccion de espermdtidas, lo que conlleva a una reduccion de la concentracion de espermatozoides maduros

(Peng, y otros, 2019).

Ademas, el estrés psicologico puede reducir la produccion de testoterona. La

ausencia de testosterona desplaza prematuramente a las células germinales de las
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células de Sertoli, por consiguiente, no se continua el proceso de meiosis y se

reduce el nimero de espermatozoides (Afrisham, y otros, 2016).

Efecto del estrés sobre la funcién hormonal masculina

Los tratamientos de fertilidad pueden ser frustrantes para el paciente, debido a los
esfuerzos prolongados en toma de medicamentos y los costos en el transcurso del
tratamiento (Rooney & Domar, 2018). Por ello, se ha investigado acerca de las
causas del mal funcionamiento del sistema reproductor masculino que conlleva a la
infertilidad.

Una de las posibles causas es el desajuste hormonal en el eje hipotalamo-hipofisis-
gonadal (HPG), el cual esta relacionado estrechamente con el eje HHA (Rooney &
Domar, 2018). El eje HPG maneja la funcion reproductiva en ambos sexos, de la
siguiente manera: En primer lugar, la hormona liberadora de gonadotropina es
secretada por el hipotalamo, posteriormente estimula a la hipofisis para la liberacion
de las gonadotropinas hormona folicular estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH), asi poder regular la funcion testicular (Dwyer & Quinton, 2019). El
eje HHA inhibe al eje HPG mediante la inhibicion de produccion de GnRH por la alta

produccion de glucocorticoides.

Los glucocorticoides afectan la funcion testicular en diferentes niveles del eje HPG
a través de los receptores en las neuronas hipotalamicas, en la hipdfisis y en los

testiculos (Rooney & Domar, 2018).

A nivel hipotalamico, los receptores de glucocorticoides contribuyen a la inhibicién
de GnRH y reducir la liberacién de LH y FSH de la hipdfisis (Rooney & Domar, 2018).
A nivel hipofisiario, los glucocorticoides regulan el gen receptor GnRH, el cual esta
encargado de regular las gonadotropinas (Rooney & Domar, 2018).

Los receptores de glucocorticoides estan localizados en varias células testiculares
como: las células de Leydig, macréfagos, fibroblastos, células de musculo liso y
células endoteliales de vasos sanguineos (Rooney & Domar, 2018). Cabe

mencionar que se han encontrado células de Leydig con receptores de
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glucocorticoides en otros 6rganos del aparato reproductor masculino, sin embargo,

no se conoce aun su funcién (Rooney & Domar, 2018).

Efecto del estrés sobre la calidad espermatica

La fertilidad masculina depende de multiples factores bioquimicos, como por
ejemplo, la participacion de oxigeno en los procesos que afectan al espermatozoide:
espermatogénesis, capacitacion espermatica, hiperactivacion, motilidad, reacciéon
del acrosoma y fertilizacion de los ovocitos (Collodel, y otros, 2008). Sin embargo,
el oxigeno puede afectar las funciones de las células, mediante las especies
reactivas de oxigeno (ERO) (Atiken, Gibb, Baker, Drevet, & Gharagozloo, 2016).
Una de las principales causas del desencadenamiento de las ERO es el estrés
psicoldgico, el cual es capaz de desregular la produccion de gonadotropina, por
consiguiente, disminuir las concentraciones de LH y FSH (Sundararajan, y otros,
2018).

Existe una correlacion de ERO con el bajo porcentaje de células y presencia de
anomalias en los espermatozoides, como: cabezas amorfas, deformidades en el
acrosoma, defectos en la pieza media y flagelo. A su vez, espermatozoides amorfos

son los principales productores de ERO dentro de la eyaculacién humana

Con respecto a las afectaciones en la motilidad, como se menciono, el organelo
encargado de la provision de energia en las células es la mitocondria, la cual es
afectada por las especies reactivas de oxigeno (Tremellen, 2008).. Una de las
principales funciones de la mitocondria en los espermatozoides es la fosforilacion
de las proteinas del axonema, al verse inhibida esta relacion entre la pieza media y

el axonema, se imposibilita el movimiento del espermatozoide (Tremellen, 2008).

Finalmente, el estrés puede dafiar al ADN espermatico de diferentes maneras. Se
conoce actualmente que la ruptura de ADN induce una respuesta a las células
somaticas, las cuales activan una maquinaria de reparacién, apoptosis o
transformacion celular (Tremellen, 2008).. Sin embargo, si este proceso, no se

concreta, el espermatozoide maduro tendra dafios moleculares, como rupturas
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dentro del cromosoma, translocaciones y fragmentacion de ADN (Tremellen,
2008).. Con fines practicos y apegandose realizado por la metodologia, se

profundizara acerca de la fragmentacion de ADN espermatico.
Fragmentacion de ADN

La fragmentacion del ADN espermatico son las rupturas en la doble hélice del
material genético del espermatozoide. Estas alteraciones son inducidas por
modificaciones en la estructura de la bases nitrogenadas o formacion de aductos en
la estructura (Blanes & Dominguez, 2017). Cabe mencionar, que los
espermatozoides con ADN dafiado pueden fertilizar a los ovocitos, no obstante, el
embrion puede sufrir alteraciones durante su desarrollo y/o compromete su
viabilidad (Blanes & Dominguez, 2017). Asimismo, cuando no se realiza un estudio
previo del ADN de los espermatozoides y se fecunda con un ovocito mediante
reproduccion asistida, se incrementa la posibilidad del aumento de anomalias
cromosomicas, pequefios defectos de nacimiento o que el descendiente padezca
cancer infantil (Yang, Li, Jin, Guo, & Sun, 2019).

Por lo tanto, se ha propuesto el analisis de la integridad del ADN espermatico como
un parametro y una herramienta eficaz en los laboratorios de andrologia para

proporcionar una valoracion al paciente de su potencial fértil.

Causas de fragmentacion de ADN espermatico nuclear

La fragmentacion de ADN es causada por diferentes factores, uno de ellos es la
apoptosis incompleta (Atiken, Gibb, Baker, Drevet, & Gharagozloo, 2016). En el
proceso de apoptosis esperméatico incompleto, se activan las nucleasas
espermaticas de manera errénea, por lo que dafan la integridad del ADN o
interrumpen el proceso de maduracién en la espermatogénesis, provocando un
empaquetamiento deficiente del ADN por parte de las protaminas y siendo
susceptible al estrés (Atiken, Gibb, Baker, Drevet, & Gharagozloo, 2016). Estas

alteraciones en el empaquetamiento puede deberse de manera indirecta a factores
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externos, como el estrés psicoldgico (Atiken, Gibb, Baker, Drevet, & Gharagozloo,
2016).

Estrés oxidativo sobre el ADN espermatico

Una de las principales causas de la fragmentacion del ADN es la sobreproduccion
de ERO . Cabe mencionar que las ERO, en condiciones normales, son esenciales
para que se produzca la capacitacion y reaccion acrosomal (Sabeti, Pourmasumi,
Rahiminia, Akyash, & Reza-Talebi, 2016). El problema inicia cuando se produce un
desequilibrio a favor de los agentes oxidantes, lo que compromete la integridad del
ADN en las células afectadas (Sabeti, Pourmasumi, Rahiminia, Akyash, & Reza-
Talebi, 2016).

El estrés oxidativo causa diferentes tipos de dafios en el ADN, como: modificaciones
de bases, la perdida de una base y rupturas en la estructura (Rooney & Domar,
2018). La manera més eficaz de saberlo es mediante marcadores sensibles
inducidos por el estrés oxidativo, como es la 8-hidroxilacién de la guanina (8-OHdG)
(Rooney & Domar, 2018). Las elevadas concentraciones de 8-OHdG estan

relacionadas con infertilidad masculina (Rooney & Domar, 2018).

Anteriormente, se mencion¢ el efecto del estrés sobre la reduccion de testosterona
y el aumento células Leydig apoptéticas, causando un gran numero de
espermatozoides inmaduros, los cuales son los principales productores de ERO
causantes de la fragmentacion de ADN espermatico (Xiong, y otros, 2019). Ademas,
la produccion de FSH es afectada, lo que va reducir el nimero de células de Sertoli.
Una de las funciones de las células de Sertoli es fagocitar espermatozoides
apoptoéticos que expresan el marcador FasL (Wang & Su, 2018). La “hipdtesis
abortiva” menciona que la concentracion de células de Sertoli no es suficiente para
fagocitar los espermatozoides apoptoéticos, por consiguiente, se concentraran

espermatozoides incompletos en los tubos seminiferos (Zini & Agarwal, 2011).
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JUSTIFICACION

El estrés ocurre cuando un ser vivo busca adaptarse a un medio, en el cual no se
encuentra comodo y busca sobrevivir (Yong-Tang & Yip, 2018). Sin embargo, el
humano al encontrase viviendo en una sociedad compleja, se encuentra envuelto
en estrés gran parte de su vida (Dominguez , Collares, Ormaecha, & Tamoslunas,
2016).

México pertenece a la lista de los paises mas estresados del mundo, debido a las
jornadas laborales extensas y los bajos salarios (Latina), 2018), lo cual imposibilita
que el paciente se tranquilicé. Ademas, los nifios y los jovenes también estan
teniendo padecimientos inducidos por el estrés crénico (Martinez-Otero Pérez,
2015). En la actualidad, existe informacion que demuestra que el estrés crénico
reduce la calidad espermatica y produce alteraciones sobre el ADN espermatico,
por consiguiente, se reducen las posibilidades de tener descendencia (Saki &
Rahim, 2009).

Existen diferentes maneras de como tratar el estrés, las cuales permiten al individuo
poder aliviarlo, una de ellas es mediante la distracciéon de la vida laboral. No
obstante, los médicos utilizan tratamientos farmacolégicos para poder aliviar ciertos
sintomas del estrés, como es el uso de benzodiacepinas. Estos farmacos actian
como sedantes o hipnéticos y tienen una gran afinidad por los receptores GABA, los
cuales se encuentran distribuidos en gran parte del sistema nervioso central

(Dominguez , Collares, Ormaecha, & Tamoslunas, 2016).

Por lo tanto sera importante investigar cual es el efecto de las benzodiacepinas

sobre la calidad espermética de ratones sometidos a estrés cronico.
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HIPOTESIS

La administracion de clonazepam contribuira en la mejora sobre la calidad
espermatica afectada y el ADN dafiado causado por estrés crénico.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto del clonazepam sobre la calidad espermatica en ratones inducidos
a estrés cronico.

Objetivos especificos

e Inducir estrés crénico en ratones machos de la cepa CD-1.

e Evaluar el efecto del tratamiento con ansioliticos sobre la calidad espermatica
en ratones inducidos a estrés crénico.

e Analizar el efecto del tratamiento con ansioliticos sobre la integridad del ADN
esperméatico en muestras de ratones sometidos a estrés cronico.

METODOLOGIA

Microambientacién y macroambientacion.

El lugar donde se resguardaron los individuos, se adecué mediante la division del
medio por zonas: microambientacién y macroambientacion, con el objetivo de poder
controlarlo con mayor facilidad. Las adecuaciones fueron basadas en la informacién

expuesta por (Cabezas-Sanchez, 2008).
El microambiente se preparé de la siguiente manera:

I. Caja de acrilico con una tapa de acero inoxidable.
[I. El alimento era manipulado y almacenado en instalaciones
limpias, de esta manera, se redujo la concentracion de

contaminantes (patdégenos o plagas). Respecto al agua era
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potable y suministrada sin restricciones en frascos de vidrio o

de policarbonato.

Por otro lado, el macroambiente es la sala de alojamiento y se tomaron las

siguientes medidas:

a)

b)

d)

La ventilacién exclusiva del bioterio era un factor importante para mantener
la zona limpia, dado que, reducia la entrada de contaminantes.

Se procuraba mantener la temperatura en un rango de 20- 25°C dentro del
bioterio.

El bioterio se mantenia iluminado durante 12 horas, en ciclo de luz invertida
(encendido a las 7:00 pm). La iluminacion era suficiente para poder realizar
practicas de mantenimiento, inspeccién y permitia el bienestar de los
animales.

Se evito realizar ruidos ajenos dentro del bioterio, que pudieran estresar a los

animales.

Crianza de animales.

Se seleccionaron cinco ratones de la cepa CD-1 (4 hembras y 1 macho), los
cuales fueron criados en el bioterio del Centro de Investigacién Biomédica de
Oriente (CIBIOR). Los roedores se confinaron en una misma caja, para su
posible reproduccién, mediante el efecto de Whitten, el cual atribuye la
sincronizacion del ciclo astral en las hembras al estar en contacto por tiempo
prolongado con un macho, de esta manera, las hembras estuvieron
receptivas al tercer dia (Benavides, 2010).

Los ratones se encontraban en una supervision diaria, con el objetivo, de
poder de cubrir sus necesidades basicas e identificar las ratonas prefiadas y

separarlas de manera individual.

Durante la gestacion (20 dias), se cubrieron sus necesidades y se coloco
papel higiénico dentro de la caja, con el objetivo de que pudieran realizar su

nido.
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El promedio de crias fue de 6 — 8 ratones por ratona. Tres semanas
posteriores del parto, se identifico el sexo de los ratones, lo que permitié
hacer un conteo de los machos que estarian involucrados en la parte

experimental.

llustracion 13. Crias de la cepa CD-1 con 5 dias
de edad.

Los roedores machos preseleccionados con un mes de edad fueron divididos

en grupos de cinco, cada grupo fue confinado en una caja.

Para que los individuos iniciaran la induccion a estrés eran pesados

diariamente, hasta alcanzar un peso de 30 gramos.

Se dividieron los grupos de animales en tres secciones (diez ratones en cada
seccion) de acuerdo al tratamiento al que fueron inducidos, los cuales son
los siguientes: “Control” (sin estrés), “Estrés” (los roedores fueron inducidos
a un estrés croénico por treinta dias) y “Ansiolitico” (estrés crénico por treinta

dias con un tratamiento de ansiolitico (clonazepam) por dos semanas.

Induccidén a estrés
Los individuos pertenecientes a las secciones “Ansiolitico” y “Estrés”
fueron estresados durante tres horas diarias en el transcurso de un mes.
Este método experimental se baso6 en lo sugerido por (Frisbee, Brooks,
d"Audiffret, & Shyla, 2015). A continuacién, se mencionan las pruebas
utilizadas:
a. Humedecer la cama de 300- 550 mL.
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b. Remover el encamado al individuo durante 4 horas.
Inclinar las cajas aproximadamente 45° (sin encamado) por 3 horas.

d. Colocar al animal en la casa vecina durante 3 horas (sin limpiarla
previamente). Las camas se fueron alternando, con el objetivo, el
raton no se pudiera adaptar al olor.

e. Remover el encamado de cada caja y afiadir agua hasta una
profundidad 0.7 cm por 3 horas. Usar agua calida (aproximadamente

30°C) para minimizar hipotermia. Finalmente secar los animales con

una toalla suave antes de regresarlo en su caja limpia.

llustracion 14. Lla prueba de estrés “Inclinacion de caja". Los animales se colocaron en una inclinacion de 45° durante tres
horas.

f. [Estas pruebas fueron alternadas diariamente de manera azarosa, con
el objetivo de que el animal no se adaptard al experimento. El

cronograma semanal de estrés fue el siguiente:
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Tabla 4 Cronograma de trabajo semanal

Experimento Lunes | Martes | Miércoles | Jueves | Viernes | Sadbado | Domingo

Sin encamado

Caja inclinada

Estrés social

Llenado de la
caja con
profundidad de
0.7cm

Humedecimiento

de la cama.

Tratamiento farmacoldgico
El grupo “Ansiolitico recibié el tratamiento farmacolégico a la segunda
semana de haber iniciado la induccion de estrés. El farmaco fue
administrado diariamente por via oral como a continuacién se describe.
3.1La dosis fue seleccionada de acuerdo a la metodologia
descrita por (Ellmesallamy, Abass, Ahmed-Refat, & Atta,
2011) con algunas modificaciones. Se administré
clonazepam (59/ kg) a los ratones durante por dos
semanas.
3.2Se calcul6é la dosis de pastilla diaria, que debia ser
administrada a cada animal. Las operaciones fueron las
siguientes:

P = peso del ratén

5
Dcl = Dosis de clonazepam = é

Da = Dosis por animal
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Rn = nimero de raton

3.3 Dosis de clonazepam por animal

Resultado

SgX P = 10009

= Dosis por animal........... Ec.1

Las unidades de masa en la dosis encontrada se

convirtieron de kilogramos a gramos.

3.4Dosis de clonazepam total: La dosis total diaria de
clonazepam es la sumatoria de las dosis de los

roedores.
Dosis de clonazepam total = Dagy + Dag, + Dags ....Dagqg-.. EC2.

Clonazepam fue obtenido de Sanofi Medley, Ciudad de México, México, en
presentacion tabletas (via oral), el cual contiene 2 mg de componente activo. Por
consiguiente, se realizo la ecuacion 3, en donde, se conocia la porcion de pastilla

gue se debia de utilizar.

., . . . Dosis clonazepam totalxpeso de la pastilla
Porcion de pastilla diaria = — ... Ecs3.
componente activo de Clonazepam

3.5Para que fuera posible la administracion, se trituré la
pastilla y se diluy6é en agua potable, la cual fue la misma
cantidad, de dosis de clonazepam total.

3.6 Se utiliz6 una micropipeta con puntas (10-100uL) para la
administracion oral, de esta manera, no se lastimaba el

eso6fago del animal y era absorbido en su totalidad.

Evaluacién conductual

En el transcurso de induccion a estrés, se realizaron pruebas de “Campo
abierto” cada sexto dia a todos los individuos. Esta evaluacidén es una de
las mas utilizadas en el campo de la psicologia y valora la respuesta

conductual o fisiologica ante estimulos estresantes o nuevos.

Preparacion del modelo “Campo abierto”:
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La creacion de este modelo, se baso en lo descrito por (Saibenhener
& Wooten, 2015), y consistio en lo siguiente:
1. Se construydé un corral cuadrado, cada pared midid6 50 cm largo X%
50 cm ancho X 38 cm alto y era de un material no poroso vy liso, lo
que permitia una deambulacién sin complicaciones y evitaba un
escalamiento por parte de los individuos. Con lo que respecta al area
donde eran realizadas las evaluaciones, tenia suficiente iluminacion y
se evitaba el ruido durante la prueba, para no perturbar a los animales
y evitar resultados erroneos.
2. Se dibujé un cuadrante (4 X 4) en la parte inferior de la caja y en la
bithcora, para poder contabilizar el movimiento. El cuadrante fue

trazado de la siguiente manera:

3. El area se limpiaba antes y después de cada prueba con etanol al
95%, de esta manera, se eliminaba cualquier olor dentro de la caja.
4. Se dejaba evaporar el etanol durante cinco minutos antes de colocar
al siguiente roedor.
4.2 a evaluacion de cada animal duré 10 minutos.
4.3Las pruebas fueron grabadas para su posterior analisis, mediante una
videocamara (Full HD 1080p MP), la cual se situaba a 80 cm arriba de
la caja.
4.3.1 Los videos fueron guardados en una computadora, para poder
visualizarlos y estudiarlos con mayor facilidad. Posteriormente, en
la bitacora del movimiento del roedor y se contabilizaron el nimero

de cruces que hizo en los cuadrantes. Esto refleja un movimiento
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constante por parte del individuo durante la prueba. Esta conducta
puede ser un indicio de estrés.

4.3.2 Se calcularon los promedios de acuerdo a la suma de cruces total
de cada seccion entre el nUmero de sus participantes.

4.3.3 EIl cotejo de los promedios se realizO mediante la “Prueba
ANOVA”, la cual demuestra, si existe una diferencia significativa.

4.3.4 Se realizo6 una prueba de Turkey, la cual compara los promedios
individuales derivados de ANOVA sometidos a tratamientos
distintos. Asimismo, se afiadieron barras de error que confirman la

discrepancia entre los grupos.

Evaluacion de la calidad espermaética
Una vez concluidos los periodos de induccion de estrés y tratamiento
farmacoldgico, los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical, se
diseccionaron y se obtuvieron los epididimos, los cuales fueron mantenidos en
solucién salina hasta la extraccién de los espermatozoides. Las células
mencionadas se extrajeron por perfusion. Para ello, se realiz6 una incision en
la region caudal del epididimo, que permitio recuperar a los espermatozoides,
con ayuda de una jeringa (aguja 27G), se infundié solucion de Storey a través
del conducto deferente y fueron resuspendidos con la misma solucion.
Finalmente, se mantuvieron a 37°C las células hasta realizar el andlisis

espermatobioscopico.

a. Concentracién espermatica.
Una alicuota de la muestra se diluyé en una proporcion 1:20, la cual fue
colocada en una camara de Neubauer para poder contar los espermatozoides.
El conteo se realiz6 de 10 cuadrantes en ambas camaras y el total fue dividido

en dos. Como se describe en la siguiente formula:

Conteo de espermatozoides
2

= No.de espermatozoides........ Ec.4
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El resultado fue considerado como: nimero de espermatozoides/ml, y obtener
el nimero total de espermatozoides, solo fue multiplicado por el volumen en

gue fue resuspendida la muestra. Como se describe en la siguiente ecuacion:

No.de espermatozoidesx10°®
imL

= Concentracion espermatica.....Ec.5

b. Motilidad espermatica

La evaluar la motilidad espermatica, una alicuota de 10uL se colocé en un
portaobjetos y se cubri6 con un cubreobjetos. Se contaron un maximo de 200
células por muestra y se hizo una clasificacion de acuerdo a los siguientes

parametros:

Parametros Descripcion

Motilidad A o motilidad progresiva Espermatozoides con motilidad

(MP) progresiva

Motilidad B o motilidad in situ (MI) Células con motilidad progresiva lenta o
in situ

Motilidad C o inmovilidad (INM) Espermatozoides inmdviles

Posteriormente, el porcentaje de espermatozoides motiles fue obtenido de la suma

de los grupos Ay B, se utilizando la siguiente formula:

numero de espermatozoides moviles

namero de espermatozoides totales

c. Vitalidad Celular

Para evaluar el porcentaje de vitalidad de las muestras se utilizé el kit Live/Dead
Sperm Viability Kit (Molecular Probes) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una alicuota (100mL) tomada de cada muestra fue colocada en un tubo al cual se
le agregaron 10mL de SYBR14 y 10mL de ioduro de propidio. Posteriormente, la

mezcla se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Una alicuota se
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colocé en un portaobjeto y se observd bajo microscopia de fluorescencia. Los
espermatozoides con fluorescencia verde fueron considerados como
espermatozoides vivos, mientras que los espermatozoides con fluorescencia roja
fueron considerados como muertos. Se calcularon los porcentajes de células vivas
entre el numero total de células presentes en los campos. Como se describe en la

siguiente ecuacion:

Células vivas

células vivas+células muertas

Las pruebas mencionadas se compararon mediante la prueba de “Kruskal-Willis”, la

cual coteja grupos con diferentes nimeros de integrantes.

Andlisis de fragmentacion de ADN espermético por electroforesis de célula
unica (Prueba cometa).

En un portaobjetos, se colocaron 200 mL del gel de agarosa de punto de fusion
normal a 4% e inmediatamente su cubrié con un cubreobjetos y se dejo gelificando
en refrigeracion. Por separado, los espermatozoides disueltos en medio Storey se
incluyeron en gel de agarosa con bajo punto de fusion a una temperatura de 37°C.
De esta solucién, se depositaron 200 mL en el portaobjetos con el gel de agarosa
ya gelificado y se sell6 la muestra con un cubreobjetos. Nuevamente, las muestras
se dejaron gelificar en refrigeracion, para poder retirar los cubreobjetos y colocarlos
dentro de cajas Petri. Consecutivamente, las laminillas fueron bafiadas con buffer
de lisis alcalino y se mantuvieron por 45 minutos a temperatura ambiente; al finalizar
el secado, se lavaron 3 veces con buffer TRIS. Después, las laminillas se colocaron
de manera horizontal dentro de la camara de electroforesis (TAE 1X) y se hizo un
corrimiento electroforético bajo condiciones de 50V/300mA por 10min. Al terminar,
las laminillas se lavaron de nuevo con buffer TRIS y se tifleron por 5 minutos con la
solucién de “Anaranjado de acridina”. Finalmente, se realizaron 3 lavados con buffer
(TAE 1X) y se les coloco un cubreobjetos. Bajo microscopia de fluorescencia,
utilizando filtro de excitacion entre 460 y 490 nm y un filtro de emisidbn menor 515

nm, y bajo un objetivo 40X, se analizaron 200 células.

67



Se consideraron los resultados de acuerdo a los siguientes parametros:

Pardmetros Descripcion

Espermatozoides con fragmentacién en Células con desplazamiento de ADN vy

ADN. adoptando forma de cometa.

Espermatozoides sin fragmentacién de Células con ndcleo espermatico

ADN. condensado

Se calcul6 el porcentaje de células no fragmentadas, con la siguiente ecuacion:

Células fragmentadas

Tnimero total de celulas 100 = porcentaje de células fragmentadas... Ec8.

Con los resultados obtenidos de la ecuacion, se realiz6 un analisis estadistico
mediante la prueba de “Kruskal-Willis.

RESULTADOS

Induccidn de estrés psicoldgico

El modelo utilizado para la induccion de estrés psicolégico generd cambios

sustanciales en el comportamiento de los sujetos de estudio.

Los resultados obtenidos en la fase experimental se compararon mediante pruebas
estadisticas, como ANOVA y Turkey. Después de haber inducido estrés diario a los
grupos “Estrés” y “Ansiolitico” durante 4 semanas, los individuos del grupo “Estrés”
tuvieron mayor movilidad durante mas tiempo durante la evaluacion conductual,
comparandolo con los demas grupos (casi todos los valores de p<0.005, excepto el
dia 2). Por otra parte, los ratones del grupo “Ansiolitico” inicialmente presentaron
menor movilidad, en comparacién con los demas grupos; sin embargo, el grupo a
partir del dia dieciocho (administracion del farmaco) se redujo drasticamente el
numero de intersecciones comparandolo con el grupo “Control” (p<0.001). Estos

resultados demuestran que el modelo para inducir estrés crénico se establecié con
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éxito y que la dosis del ansiolitico redujo el movilidad de los individuos, lo cual puede

traducirse como el efecto ansiolitico del farmaco.

El analisis estadistico proveniente de ANOVA, de los resultados observados, fueron
comparadas entre si para demostrar si existia una diferencia significativa en los
movimientos entre los grupos durante cada evaluacién conductual. La primera
evaluacion de estrés mediante “la Prueba de Campo Abierto” (sexto dia de
induccion de estrés a los ratones) a los grupos “Control” y “Estrés” se comportaron
de una manera muy similar, esto puede deberse a que los roedores del grupo
“Control” sintieron con sus extremidades, por primera vez, un material diferente al
aserrin. Durante el dia 12, todos los grupos tuvieron una conducta similar, pero a
partir del dia 18, la movilidad de los grupos “Control y “Ansiolitico” comenzaron a
reducirse debido a una adaptacién por parte del grupo “Control” a la evaluacion y el
tratamiento del farmaco empezé a reducir la ansiedad de los roedores
pertenecientes al grupo “Ansiolitico”; asimismo, a partir del dia 18 hubo una

diferencia significativa en la conducta de todos los grupos.
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Figura 1. Promedios del nimero de cruces + DS con respecto al tiempo en cada uno de los grupos estudiados en la
“Prueba de Campo Abierto”. Para las pruebas de los grupos “Ansiolitico” y “Estrés” fueron previamente inducidos a
estrés el cual se, demostré mediante las intersecciones. Los datos fueron analizados mediante ANOVA (Andlisis de
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varianza) y prueba de comparacion de medias Turkey, en la cual letras mayusculas iguales (A, By C) confirmaron que no
existe diferencia significativa entre grupos (P=0.05)).

Efecto del ansiolitico sobre la concentracién espermatica.

Con respecto a la concentracién espermatica, el grupo “Estrés” tuvo la menor
concentracion espermatica (63.8x 10°) comparada con los grupos “Ansiolitico” y
“Control” (79.3x 10y 108.1875x 10°, respectivamente). Ademas, se observa una
leve recuperacion del numero de espermatozoides a los animales que se les

administro el ansiolitico.
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Figura 2. Promedios del numero de espermatozoides en una muestra + DS con respecto a cada uno de los grupos
estudiados. Las muestras analizadas fueron diluidas en una proporcion 1:20 y se contaron las células mediante una
cdmara de Neubauer. Posteriormente, la concentracion espermdtica obtenida fue analizada mediante la prueba
estadistica de Kruskal- Wallis.

Efecto ansiolitico sobre la motilidad espermética
La evaluacién de la motilidad espermatica es un caracteristica importante de la
fertilidad masculina. La motilidad total es la sumatoria de los valores obtenidos de
la motilidad tipo A (motilidad progresiva) y motilidad tipo B (motilidad in situ). En
cuanto a los porcentajes de la motilidad total en las células en el testiculo derecho,
fue de: “Control” (65.11%), “Estrés”(46.82%) y “Ansiolitico” (51%). A su vez, la

motilidad A en el grupo “Control” fue significativamente mayor (20.91%) comparado
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con los otros grupos “Estrés” (0.46%) y “Ansiolitico” (1%) (p<0.05). Mientras que en
la motilidad B, el grupo “Ansiolitico” (50%) tuvo un mayor porcentaje comparado con
“Estrés” (46.36%). Sin embargo, se observé un aumento significativo en el
porcentaje de células inmoviles (Motilidad C) en los animales pertenecientes a los
grupos “Estrés” (53.12%) y “Ansiolitico” (49%) en comparacion al grupo el “Control”
(34.75%).

E Control = Estrés Ansiolitico
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Figura 3. Comparacion de porcentajes sobre la motilidad espermdtica +DS con respecto a los diferentes grupos
estudiados en el testiculo derecho. El segundo andlisis observado en la espermatobioscopia fue la motilidad, en la cual
se tomaron en cuenta tres rubros: Motilidad progresiva (MP), Motilidad Intermedia (MI) e inméviles (INM). Los
porcentajes obtenidos fueron comparados mediante la prueba de Kruskal-Wallis; P<0.05; (A) motilidad progresiva;
(B) motilidad intermedia; (C) células sin movimiento.

Por otro lado, se observé que la motilidad total en las células del testiculo izquierdo
fueron 53.34%, 38.76% y 44% para los grupos “Control”, “Estrés” y “Ansiolitico”,
respectivamente. Respecto al tipo de motilidad tipo A, en el grupo “Control” (26.4%)
fue significativamente mayor que los porcentajes de “Estrés” (1.08%) y “Ansiolitico”
(0%). En cuanto a la Motilidad B, no se observo una gran diferencia entre los
porcentajes de “Estrés” (37.66%) y “Ansiolitico” (44%), no obstante “Ansiolitico”

continua siendo ligeramente mayor que “Estrés”.

El porcentaje de células inmoviles en los individuos pertenecientes al grupo “Estrés”
(61.25%) fue mayor que “Ansiolitico” (56%) y “Control” (46.51%).
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Figura 4. Comparacion de porcentajes sobre la motilidad de espermdtica +DS con respecto a los grupos estudiados en el
testiculo izquierdo. Los rubros que se tomaron en cuenta para esta observacion fueron: : Motilidad progresiva (MP),
Motilidad Intermedia (MI) e inméviles (INM), posteriormente fueron comparados mediante la prueba estadistica de
Kruskal-Wallis; P<0.05; (A) motilidad progresiva; (B) motilidad intermedia; (C) células sin movimiento.

Efecto del ansiolitico sobre la vitalidad de los espermatozoides

Con respecto a la vitalidad espermatica, en el testiculo derecho, se observo que el
grupo “Ansiolitico” tuvo una reduccion significativa comparandolo con el grupo
“Control” y “Estrés” (10% vs. 55.9%, 34.83%, respectivamente). Cabe resaltar que

el tratamiento con ansioliticos tuvo un efecto negativo sobre la vitalidad espermatica.
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Figura 5. Porcentajes del niumero de células vivas DS con respecto al numero de grupo en el testiculo derecho. En esta
evaluacion se siguieron las instrucciones del kit Live/Dead Sperm Viability Kit (Molecular Probes), este kit tifié a los
espermatozoides, para poder ser analizados con un microscopio de epifluorescencia y se visualizé a los espermatozoides
vivos de un color verde y los muertos de un color rojo. Posteriormente se calcularon los porcentajes de células y fueron
comparados los datos mediante la prueba de Kruskal-Wallis (P<0.05).

En el testiculo izquierdo, se observé que la vitalidad espermética del grupo “Control”
(39%) fue significativamente mayor en comparacion a los demas grupos (p<0.05).
Ademas, al igual que en el testiculo derecho, en el grupo “Estrés” tuvo mayor
porcentaje de células vivas que el grupo de “Ansiolitico” (32.46% vs. 29%,
respectivamente). Sin embargo, la diferencia de porcentajes entre “Estrés” y

“Ansiolitico” no fue tan notoria como en el testiculo derecho.
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Figura 6. Porcentajes de células vivas + DS con respecto al nimero de grupos estudiados en el testiculo izquierdo. En esta
evaluacion se siguieron las mismas instrucciones que con el testiculo derecho y los resultados obtenidos fueron
comparados con la prueba de Kruskal-Wallis; P<0.05.

Efecto del estrés y ansiolitico sobre laintegridad del ADN en los
espermatozoides.

La prueba Cometa es una técnica utilizada para evaluar la fragmentacion de
ADN en una célula que estéa incluida en un gel de agarosa y que posteriormente
es sometido a un campo eléctrico. El andlisis de las muestras se realizé por
microscopia de epifluorescencia y se observé un barrido parecido a la forma de
un cometa en los espermatozoides con un ADN nuclear fragmentado, mientras
gue el nucleo de una célula con ADN integro se observé altamente condensado.
Los resultados obtenidos de los grupos estudiados, fueron analizados
estadisticamente utilizando la prueba de “Kruskal-Wallis”, para determinar, si

existe diferencia significativa en los porcentajes de los grupos.

En el testiculo derecho de los sujetos del grupo “Estrés”, se encontré un
porcentaje alto de células con fragmentacion de ADN en los espermatozoides
(més del 90%). Sin embargo, el porcentaje de fragmentacion perteneciente al
grupo “Ansiolitico” disminuyo un 20% en ambos testiculos comparandolo con el

grupo "Estrés” ( Figura 6).
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Finalmente, como era de esperarse, el grupo “Control” mostro un bajo porcentaje
(testiculo derecho (42%) y testiculo izquierdo (45%)) de células con

fragmentacion de ADN (p<0.05) en relacion con los otros grupos.
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Figura 6. Porcentajes de fragmentacion de ADN en los espermatozoides DS con respecto al nimero de grupos
estudiados. Se realizo la prueba “Cometa”, la cual mediante la tincion de Anaranjado de Acridina permite observar
mediante microscopia de fluorescencia la fragmentacion de ADN en las células. Los datos fueron analizados mediante la
prueba de Kruskal-Wallis. p<0.05.

llustracion 15. Comparacion de muestras pertenecientes a los grupos “Control” (figura A) 'y “Ansiolitico”(figura B)
analizadas con un microscopio de epifluorescencia. Cabe mencionar, en la figura B se destacan con un aro naranja los
espermatozoides que fueron positivos en la prueba “Cometa”, por consiguiente, sufrieron algun tipo de dafio en su ADN.

En la ilustracion 15 se observa el resultado de la prueba cometa de los

espermatozoides del grupo “Control” y del grupo “Ansiolitico”. Respecto al grupo
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“Ansiolitico” presentd algunas células con fragmentacion (sefialadas con un aro

naranja), sin embargo, presenté cierta similitud con el grupo “Control”.

DISCUSION

(Carlsen, Giwerckman, Keiding, & Sakkabaek, 1992) fueron los pioneros en
demostrar que la calidad del semen masculino es afectada negativamente por
diferentes factores externos o internos. Uno de los factores externos que afecta a
calidad espermatica, es el estrés psicologico, él cual es considerado una
complicacion a nivel global y un area de estudio interesante (Durairajanayagam,
2018). Existen reportes en diferentes paises que demuestran como la depresién y
el estrés ocasionado por el trabajo afectan negativamente la concentracion y la
motilidad espermatica en varones (Meden-Vtrovec, Auger, Velikonja, Kolbezen, &
Meden-Vtrovec, 2008).

Inicialmente, en este trabajo se demostro el efecto del estrés y del ansiolitico en los
roedores mediante la prueba de “Campo abierto”; tal como fue reportada por (Bailey
& Crawley, 2009) quién la utilizo, para evaluar la actividad locomotora general y
proveer un panorama inicial acerca de una conducta relacionada con ansiedad en
ratones. (Saibenhener & Wooten, 2015) y (Prut & Belzung, 2003) evaluaron
mediante ésta prueba conductas locomotoras por parte de roedores en estado de
ansiedad y el efecto de los ansioliticos sobre la conducta en ratones. Los resultados
obtenidos en la “Prueba de Campo Abierto” en este experimento son mostrados en
la figura 1, en donde se muestra que el protocolo de estrés leve cronico
impredecible, aplicado durante un mes, fue el adecuado debido a un aumento
notorio de cruces durante las evaluaciones conductuales por parte de los individuos
pertenecientes al grupo “Estrés” y fueron incapaces de adaptarse al protocolo
azaroso de pruebas de estrés. Por otro lado, los individuos del grupo “Ansiolitico”,
gue también fueron inducidos al protocolo de estrés durante un mes y que fueron
tratados con de clonazepam (5g/kg), se observo una reduccion en el nimero de
cruces, resultados similares a los reportados por (Ellmesallamy, Abass, Ahmed-
Refat, & Atta, 2011).

76



Diversos trabajos han sugerido que el estrés puede ser un factor de riesgo para
infertilidad masculina. (Collodel, y otros, 2008) sugiere que el estrés causa
infertilidad masculina mediante diferentes afectaciones como: espermatozoides
amorfos, reduccion sobre la motilidad y vitalidad de los espermatozoides, y
perturbaciones al ADN del espermatozoide. Por otra parte, (Javenic, y otros, 2014)
atribuyen que el estrés laboral afecta negativamente en la calidad espermatica de
varones. Al conocer éstas aseveraciones en la bibliografia, buscamos conocer si el
tratamiento con ansiolitico tiene algun efecto sobre la calidad espermética. Por lo
tanto, en este proyecto realizamos una espermatobioscopia y analizamos los
siguientes rubros: concentracidn espermatica y el porcentaje de motilidad y
vitalidad; a su vez, evaluamos el efecto del farmaco sobre la integridad del ADN en

los espermatozoides.

En la figura 2 examinamos que la concentracién espermatica de los sujetos
pertenecientes al grupo “Estrés” tuvieron un bajo porcentaje de espermatozoides
comparandolo con los otros dos grupos. Esto pudo deberse a que el ciclo celular
fue interrumpido. Cabe mencionar, que existen muy pocos reportes relacionados
con éste hallazgo, entre ellos, se encuentran (Peng, y otros, 2019). Ellos reportaron
por primera vez el deterioro en la espermatogénesis inducido por altas
concentraciones de glucocorticoides durante el estrés cronico, el cual es asociado
con apoptosis y una interrupcion en la fase Go/G:1 del ciclo celular en la
espermatogonia (progenitora diploide de todos los espermatozoides). En el caso
del grupo “Ansiolitico”, el tratamiento con clonazepam normalizé el funcionamiento
de espermatogénesis, por consiguiente, permiti®6 una recuperacion en la
concentracion de espermatozoides maduros. Nuestros resultados confirman lo
reportado por (Srinivasan, Shariff, & Bartlett, 2013), quienes reportan que la
intervencién farmacoldgica con ansioliticos regulan la sefalizacion de
glucocorticoides, los cuales intervienen en la detencion del ciclo celular en la fase

Go/G1inducida por estrés en las espermatogonias (Peng, y otros, 2019).

(Agarwal, Makker, & Sharma, 2007) mencionan que casi todas las eyaculaciones

sanas contienen especies reactivas de oxigeno; sin embargo el estrés psicologico
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aumenta las concentraciones de estas moléculas ocasionado por diferentes
factores, como: espermatidas inmaduras, procesos incompletos de apoptosis y
desregulacion en la produccion de las hormonas FSH y LH (llacqua, 1zzo,
Emerenziani, Baldari, & Aversa, 2018). Como también, (Homa, Vassey, Pérez-
Miranda, Riyait, & Ashok, 2015) atribuyen que altas concentraciones de EROs

reducen el nimero de espermatozoides vivos causando infertilidad masculina.

Las figuras 3 y 4 muestran los resultados obtenidos en la evaluacion sobre motilidad
espermatica. Observamos que el grupo “Estrés” tuvo un gran numero de
espermatozoides inmoviles o con motilidad in situ, esto puede deberse a lo
reportado por (Baker, y otros, 2015), quiénes mencionan que las especies reactivas
de oxigeno activadas por el estrés cronico, afectan directamente el funcionamiento
de la mitocondria en estas células masculinas. Asimismo, (Nowicka-Bauer & Nixon,
2020) y (Tremellen, 2008) atribuyen a este impacto negativo con la reduccién en la
disponibilidad de ATP dentro de la mitocondria, dicha molécula regula el
funcionamiento de las proteinas del axonema, y por consiguiente, se imposibilita el
movimiento del espermatozoide. Por otro lado, en las mismas figuras, se aprecia
una mejora en la motilidad de los espermatozoides murinos del grupo “Ansiolitico”
comparandolo con los pertenecientes del grupo “Estrés”. Esto puede deberse a que
la fosforilacion de tirosina en las proteinas esperméaticas con receptores GABA-A
del acrosoma mejoran su funcionamiento en un medio enriquecido con GABA, como
ha sido descrito por (Kurata, Hiradate, Umezu, Hara, & Tenamura, 2019).
Asimismo, estos receptores son encontrados en el cerebro y es donde se unen las
benzodiacepinas, lo cual permite disminuir la actividad de las neuronas y reducir el

estrés psicoldgico (Batlle, Lizano, Vifias, & Pujol, 2018).

Enla Figuras 5y 6, el grupo “Estrés” tuvo un alto porcentaje de células muertas en
ambos testiculos. Esto puede ser atribuido a lo mencionado por (Forrester, Kikuchi,
Hernandes, Xu, & Grendling, 2018), quienes reportan que una alta concentracion
de ERO en la circulacion sanguinea de los animales desregulan el balance
prooxidante/antioxidante. Este balance consiste que a cualquier incremento

anormal de prooxidantes es atenuado por una respuesta antioxidante (Salim, 2014).
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Sin embargo, en situaciones de estrés oxidativo el balance es alterado ocasionado
por una sobreproduccidn de especies reactivas de oxigeno (prooxidante), por ende,
los mecanismos de defensa antioxidante son obsoletos (Agarwal & Said, 2005).
Asimismo, el nivel alto de las especies reactivas de oxigeno contribuye a la
infertilidad masculina, mediante la reduccion de la vitalidad espermatica y dafio de
ADN espermatico (Homa, Vessey, Pérez-Miranda, Riyait, & Agarwal, 2015). Por lo
gue se propone un tratamiento de mayor duracién antiestrés y menor dosis, de esta

manera, reducir la concentracion de ERO.

Por otro lado, en los ratones pertenecientes al grupo “Ansiolitico”, se encontré un
alto porcentaje de células muertas. Una posible explicacién a este suceso es el
siguiente: se conoce que las benzodiacepinas modifican la forma tridimensional del
receptor GABAA io6nico potenciando el efecto de apertura de Cl-, esta propiedad se
conoce como modulacién alostérica (Rosas-Gutierrez, Simén-Arceo, & Mercado,
2013). La molécula de cloro se encuentra en el semen y es esencial para el
movimiento del espermatozoide, capacitacién, reaccién acrosomal y quimiotaxis del
espermatozoide (Shan-Wen, 2017). Sugerimos que dicha modulacién permitié una
mayor entrada de los iones cloruro a través de los canales cloro. (Ponnaglu & Singh,
2017) reportan que una parte de estas moléculas son absorbidas por proteinas
membranales, como los canales i6nicos dependientes de voltaje (VDAC, por sus
siglas en inglés). Asimismo, (Rajkumar-Maurya & Mahalakshmi, 2016) menciona
gue estos canales idnicos se encuentran dentro de la célula en la membrana externa
mitocondrial y son responsables del mantenimiento de la integridad mitocondrial,
regulacion en la homeostasis de calcio y potasio, apoptosis, etc. (Messina, Reina,
Guarina, & De Pinto, 2012) mencionan que las proteinas VDAC constan de tres
isoformas provenientes de tres genes separados (VDAC1, VDAC2 y VDAC3). En
particular, VDAC2 como proteina de membrana integral participa en el
mantenimiento de la morfologia acrosomal a través de la regulacion de la
homeostasis sobre las concentraciones intracelulares y extracelulares de las
concentraciones de calcio y cloro (Bianjiang, Zhang, & Zengjun, 2010). Cabe
mencionar, que cambios de las concentraciones de estos iones en el citoplasma 'y

el acrosoma, pueden destruir la integridad del acrosoma mediante una reaccion
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acrosomal (Bianjiang, Zhang, & Zengjun, 2010). Esta reaccion, sin el objetivo de
completar el proceso de fecundacion, causa apoptosis mediante la activacion la

caspasa 3 (Grunewald, Guenther, & Springsguth, 2017).

Finalmente, con respecto a la fragmentacion de ADN espermatico, podemos
observar en la figura 6, resultados diferentes en la calidad de ADN entre los grupos
“Estrés” y “Ansiolitico”. El alto porcentaje de fragmentaciéon en el grupo “Estrés”,
puede ser atribuido a 2 causas. La primera causa, como se menciond
anteriormente, es ocasionado por la desregulacion del eje HHA, el cual afecta al eje
HPG, eje encargado de la liberacion de la hormona leutinizante (LH) (Rooney &
Domar, 2018). La desregulacién en la secrecion de LH afecta la produccion de
testosterona en las células de Leydig, lo que detiene el ciclo celular en la fase Go/G1
de la espermatogénesis (Gao, y otros, 2003). De esta manera, induce la liberacién
de espermatozoides inmaduros, los cuales son los principales productores de ERO
(Peng, y otros, 2019). La segunda causa se le atribuye a que las ERO oxidan la
cadena de doble de ADN y se generan derivados como 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina(8-OHdG) y 8-Oxo-2’-deoxiguanosina(8-oxodG) (De Luliis, y otros,
2005). No obstante, los espermatozoides cuentan con una enzima de reparacion de
escision de base, como es la 8-oxoguanina ADN glicosilasa-1 (OGGL1, por sus siglas
en inglés) que permite que esta fragmentacion sea reversible (Bui, Sharma, Henkel,
& Agarwal, 2018). Asimismo, al verse afectado el eje HPG, se afecta la produccion
de la hormona foliculo estimulante (FSH) que favorece la “apoptosis abortiva” (Zini
& Agarwal, 2011). La cual menciona que espermatozoides incompletos con dafio
irreversible en su ADN son enviados a apoptosis. Estos espermatozoides
apoptoticos, en condiciones normales, son fagocitados por las células de Sertoli
(Wang & Han, 2019). Sin embargo, en situaciones estresantes, la concentracion de
células de Sertoli es afectada por la desregulacion de la produccion de FSH,
permitiendo que se acumulen los espermatozoides con ADN dafiado en los tubos
seminiferos (Zini & Agarwal, 2011). Con resultados obtenidos de este proyecto, el
estrés crénico afecta negativamente el ADN de los espermatozoides pertenecientes

a ratones jovenes con dos meses de edad.
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Por otra parte, el grupo “ Ansiolitico” presentd una reduccion en el numero de células
con fragmentacion de ADN comparandolo con el grupo “Estrés” (Figura 6).
(Whirledge, 2013) indica que, en situaciones de estrés, las neuronas
paraventriculares encontradas en el hipotalamo liberan sefales para la secrecién
de glucocorticoides mediante el eje HHA. Asimismo, (Lapp, Bartlett, & Hunter, 2019)
menciona que la constante actividad del eje HHA causa un exceso de
glucocorticoides, el cual induce la secrecion de especies reactivas de oxigeno en el
torrente sanguineo. (Du, y otros, 2009) y (Guo, Sun, Chen, & Zhang, 2013) reportan
que los glucocorticoides inducen directamente estrés oxidativo neuronal a traves del
incremento en la oxidacion mitocondrial, aumento del potencial en la membrana,
mayor capacidad en la retencion de calcio, regulacién a la alza de la enzima NADPH
oxidasa (la cual produce las especies reactivas de oxigeno) y la inhibicion del
sistema de defensa antioxidante. Sin embargo, la secrecion de glucocorticoides por
parte del eje HHA es regulado por algunos neurotransmisores, como GABA (Melén
& Maguire, 2017). Por lo tanto, creemos que la mejoria en la calidad del ADN en los
espermatozoides del grupo “Ansiolitico” es debido al efecto antiestrés del farmaco,
a través de la reduccién de glucocorticoides secretados por el eje HHA y la
reduccion de concentracidn de especies reactivas de oxigeno en circulacion
(Krolow, Arcego, Noschang, Weis, & Dalmaz, 2014). Asimismo, ésta reduccién
permiti6 una menor posibilidad de que el ADN espermatico sea dafiado por las
reacciones mencionadas anteriormente (Dutta, Majzoub, & Agarwal, 2019).

Ademas, comprobamos lo descrito por (ligin, 2020), quien reporta que el efecto
ansiolitico regul6 al funcionamiento del eje HPG, por ende, la secrecion de hormona
luteinizante se normaliza y permite una correcta espermatogénesis (Sofikitis,
Giotitsas, Tsounapi, & Baitogiannis, 2008). Debido a una que espermatogénesis
incompleta causa espermatozoides inmaduros dentro del semen, los cuales se
caracterizan por la presencia de residuos citoplasmaticos en la zona media
(Tremellen, 2008). Estos residuos contienen enzimas, como la NADPH oxidasa, la

cual genera especies reactivas de oxigeno (Tremellen, 2008).
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CONCLUSIONES

o Las pruebas realizadas en el modelo de induccion a estrés psicoldgico
aplicado a los ratones (Cepa CD-1) durante 30 dias fue eficaz.

o El tratamiento del ansiolitico (Clonazepam) administrado por via oral, a una
dosis de 5mg/kg al dia, redujo la condicion ansiolitica y de estrés.

o La administracion de clonazepam mejor6 la concentracién espermatica en
los ratones bajo condicién de estrés.

o Lareduccidn de estrés, a causa de un tratamiento con benzodiacepinas,
beneficia a la motilidad en los espermatozoides.

o La administracion de clonazepam reduce la concentracion espermatica.

o La administracion de clonazepam mejora la integridad del ADN espermatico

en los sujetos bajo condicion de estrés.

PERSPECTIVAS

o Sugerimos mayores investigaciones acerca de los canales GABAa en los
espermatozoides.
o Proponemos indagar, en la posible relacion de ansioliticos con los canales

VDAC2 en otras células del organismo.
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Abreviaturas
8-OHdG: 8-hidroxilacion de la guanina
8-ox0dG: 8-Oxo-2’-deoxiguanosina
ACTH: La hormona adrenocorticotropa
ADN: Acido Desoxirribonucleico
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ANOVA: Andlisis de Varianza
ATP: Adenosin Trifosfato

AVP: Arginina Vasopresina
BZD: Benzodiacepinas

CBG: Transcortina

CIBIOR: Centro de Investigacion Biomédica de Oriente

Cl: lon Cloruro

CREF: Factor liberador de Corticotropina
CRH: Hormona liberadora de Corticotropina
DOC: 11-desoxicorticoesterona

ERO: Especies Reactivas de Oxigeno

FDA: Food and Drug Administration

FSH: Hormona Foliculoestimulante

GABA: Acido y-aminobutirico

GABA-A: Receptor A de Acido y-aminobutirico
GR: Glucocorticoides

HPG: Eje Hipotadlamo-Hipofisiario-Gonadal
HHA: Eje Hipotaldmico-Hipofisiario-Adrenal
IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social
LH: Hormona Luteinizante

MAR: Regiones unidas a la matriz

MR: Mineralcorticoides

NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucledétido Fosfato
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NPV: Ndcleo Paraventricular

OCDE: Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
OGGL1: 8-oxoguanina ADN glicosilasa-1

TAE: Tris-Acetato-EDTA

VDAC: Canales i6nicos dependientes de voltaje
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