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El objetivo de éste trabajo fué investigar si el diazepam
(DZ),administrado a ratones adultos, altera la morfologia y la
poblacidon de ceélulas de Leydig, la del epitelio germinal y el
didmetro de los tubulos seminiferos. Un grupo (DZ) de 30 machos
fértiles de ratones de la cepa CD-1, de dos meses de edad, recibieron
por via subcutdnea, durante 60 dias discontinuos (5 dias a la
semana), dosis tnicas diarias de DZ de 2.7 mg/kg/de peso corporal; un
segundo grupo (S) recibio suerc flsioldgico en volumenes
equivalentes a los inyectados con el DZ y un tercero (NT) de control,
que no recibié ningun tratamiento, de la misma edad, que fueron
mantenidos en las mismas condiciones experimentales que los grupos
tratados. 15 machos de cada grupo se sacrificaron en una atmésfera de
€02, al término de la administracion del farmaco o solucidn salina,
respectivamente, lo mismo que 15 ratones controles no tratados,
1lamados en conjunto como "grupos sin reposo". 15 ratones de cada
grupo, se sacrificaron por el mismo método nueve semanas después de
concluido el tratamiento y se denominaron ”"grupos con reposo”. Se
extrajeron los testiculos,se fijaron, se deshidrataron, se incluyeron
en parafina-paraplast, se cortaron, se tiflieron por medio de
técnicas rutinarias y especializadas para la identificacidn de ADN y
ARN y seé observaron en un microscopio foténico. Las células de Leydig
DZ tenian citoplasma abundante con inclusiones lipidicas grugsas y
numerosag, que le daban un aspecto de encaje, los niicleos eran
voluminosos, con grumos gruesos de cromatina. Por un sistema de
digitalizacion de imdgenes, mediante el programa ipplus.2, ge midid
el didmetro mayor de las células de Leydig, 1o mismo que el didmetro
mayor y menor , de sus nicleos y se calculd el drea que ocupaban éstas
células um2/mm2, de los testiculos. Los datos obtenidos se
analizaron por ANOVA y por las pruebas de Dunn y Student-Newman-
Keuls, y se comprobo que en todos los casos eran mayores las
dimensiones en el grupo DZ, y estadisticamente significativas, con
respecto a los dos grupos de control, entre los que no habia
diferencias (p4£ 0.05). También se mididé el didmetro de los tubulos
seminiferos de log grupos y se calculd el drea de los tubulos ocupada
por el epitelio germinal. Por el andlisis estadistico de los datos
mediante la aplicacién de las mismas pruebas mencionadas
anteriormente, se comprobé gque mientras el didmetro de los tubulos
estaba aumentado en el grupo DZ (p £ 0.05), el Area del epitelio
germinal era menor, que en los grupos S y NT, entre los que no hubo
diferencias estadisticamente significativas, lo mismo que no las
hubo en el didmetro (p £0.05). Al hacer la comparacidn de las medidas
obtenidas en los testiculos con y sin reposo, tanto de DZ como de los
grupos controles, no se observan diferencias (p&£0.05), lo que apoya
la hipétesis de que los cambios producidos por el diazepam, en la
morfologia de las células testiculares podrian ser permanentes y de
largo plazo. Los resultados sugieren que el DZ administrado a machos
adultos altera la morfologia de las células de Leydig, el drea que
ocupan en el testiculo y la fisiologia. Asimismo altera el didmetro
Yy el area ocupada por el epitelio germinal de los tubulos
seminiferos. El efecto podria deberse a la accion del DZ sobre el eje
hipotdlamo-hipofisis- génads . mediado por receptores
benzodiazepinicos GABA A y B, periféricos y centrales, o mediante una
influencia directa sobre las ceélulas de Leydig y las germinales.




INTRODUCCION

GENERALIDADES DE LAS BENZODIAZEPINAS

Las benzodiazepinas son sustancias relacionadas
estructuralmente, la primera que se sintetizd en 1959 fué el
clorodiazepdxido, en 1961, Sternbach y Reeder, publicaron
un articulo en el que comunicaron que habian sintetizado una
nueva bensodiazepina denominada diasepam, cuya formula
quimica es 7-cloro-1, metil-5-fenil-2K-1, 4-benzodiazepina-
2-ona, con peso molecular de 284.74 g, que tenia efectos
sedantes (Ramirez-Rojas, 1975).

En 1963, 1los laboratorios Hoffman-La Roche, lo
comercializaron con el nombre de Valium y desde entonces, se
emplea en el tratamiento de diversas enfermedades
neurbldgicas y mentales, en casos de ansiedad, aprension,
insomnio, temblores, histeria, problemas de personalidad y
en victimas de accidentes. De acuerdo a los estudios de
Ramirez (1975) disminuye la &nguptia, aumenta la tolerancia a
la agresién psiquica, logra aumentar la confiansa del
paciente, (Martin et al., 1980; Ramirez-Rojas, 1975; Roche
Scientific Service, 1970; Valium Roche Lab; 1978).

En la actualidad se han sintetizado mds de tres mil de
éstos = compuestos y cerca de 120 se han ensayado para
establecer su actividad bioldgica y aproximadamente 25
tienen uso terapéutico en diversas partes del mundo. Entre
los mas utilizados a nivel farmacolégico estdn el diazepam
(valium), el clorodiazepéxido (librium), el nitrazepam
(pacidrim), el oxazepam (bonare), el lorazepam (ativdn), el
modazepam (emopan), el flunitrazepam (rohypnol), el
midazolam (dormicum), el triazolam (halcién) y el aprazolam
(tafil) (Ramirez-Rojas, 1975).
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En general son sustancias hidrosolubles, incoloras,
cristalinas y estables, con excepcién del clorodiazepdxido y
el diazepam que son fotosensibles, inestables y
liposolubles. El1 ultimo también es soluble en un disolvente
especial elaborado por los laboratorios Roche (Ramirez-
Rojas, 1975; Valium Roche Lab., 1978; Roche Sclentific
Service, 1970).

La estructura general de las bensodiazepinas es la
representada en el esquema 1, en la que también se muestra la
del diasepam, la del PK11195 y la del Ro5-4864. Estos ultimos
son moléculas agonistas del diazepam utilisadas en
investigaciones sobre este tipo de fdrmacos.

Lag principales acciones que ejerce el diasepam tobr'o
el sistema nervioso central (SNC), son: facilitar la
transmigiéon gabaérgica en el SNC, mediante receptores
bensodiarepinicos centrales (RBZDC), lo cual tiene como
consecuencia: inducir un estado de tranquilidad, la
eliminaciéon de la ansiedad, es& anticonvulsivante e
hipnético. No tiene propiedades antidepresivas o
antipsicéticas. Aun cuando la presencia de receptores
bensodiagsepinicos periféricos (RBZDP) y microsomalas también
intervienen en la regulacién del metabolismo celular del
diazepam (Martin et al., 1980; Ranirez-Rojas; 1975; Roche
Sclentific Service, 1970; Valium Roche Lab.,1978).

Las benzodiazepinas y en particular el diagzepam
deprimen el sistema limbico, que es el sustrato principal de
las emociones y de la conducta, lo cual explica su efecto
hipnogénico, al inducir una disminucién de la angustia, la
tension, y la excitacion, Entre sus efectos colaterales se
pueden mencionar la depresion del SNC, la sedacién, la
somnolencia, la confusién, la apatia, la relajacién, la
debilidad muscular, la Incoordinacién motriz, la disartia,
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la vision borrosa, la diplopia, el vértigo y la ataxia. Si las
personas durante el tratamiento toman alcohol y otros
depresores centrales, que refuerzen su accién sedante,
suelen presentar manifestaciones que llegan a ser graves. En
caso de combinarse con otros medicamentos debe de cuidarse
las reacciones individuales, ya que pueden potenciar su
efecto (Ramirez-Rojas,1975; Roche Scientific Service, 1970;
Valium Roche Lab., 1978).

En reclén nacidos y en personas psicéticas, produce una
profunda y prolongada depresioén del SNC, por lo cual, no se
recomienda su uso en este tipo de paclentes. Algunos autores
han seflalado que la administracién crénica del diazepam
induce intentos suicidas (Ramirez-Rojas, 1975; Valium
Scientific Service, 1978}.

Por otra parte,el diazepam es capag de producir una
profunda relajacién del misculo estriado, debido a la
inhibicién de los reflejos post-sindpticos a nivel del
sistema reticular cerebral y medular. El1 diazepam no solo
induce la relajaciéon de misculos estriados como los pélvicos,
tan importantes en la regulacion de las contracciones gque se
producen durante el parto, aino gque ejerce este efecto sobre
el liso, por lo cual disminuye la duracién del mismo, al
acelerar y facilitar la relajacion del miometrio, a la vex que
controla la hiperventilacién debido a su accidn sobre las
fibras mioepiteliales de los pulmones (Ramirez-Rojas,1975;
Roche Scientific Sexvice, 1970; Valium Roche Lab., 1978).

A pesar de que en las farmacopeas se indica que el
diazepam no debe utilizarse durante el embarazo o debe
hacerse bajo asupervision médica, y los laboratorios
farmacéuticos que lo produce, no recomiendan el uso de este
medicamento durante el primer trimestre del embarazo, por no
haberse descartado el riesgo de malformaciones congénitas,
no es raro que hasta en la actuvalidad se administre en casos de
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amenaza de aborto, placenta previa, pre-eclampsia,
eclampsia, actividad prematura del itero, en pacientes
embarazadas, en las que existen trastornos emocionales,
psicolégicos, neurodermatitis, asma, epilepsia e incluso
traumatismos (Ramirez-Rojas, 1975; Valium Roche Lab., 1978).

El1 diazepam se absorbe muy rdpidamente generalmente.
En ratones machos adultos, a 1os que se les aplicaron por via
endovenosa dosis tinicas de diazepam marcado con carbono 14,
de 3 miligramos/kgq de peso corporal con 12.3
microcuries/miligramos o clorodiazsepéxido con el mismo
marcador, en dosis unicas de 15 miligramos/kg con 39.8
microcuries/miligramos, su absorcién fué tan rdpida que 14 .
segundos después se detectdé en los grandes vasgos, en los
misculos cervicales, en los rifiones, en las glandulas
suprarrenales, en el cerebro y mds tarde se observé captacién
del marcaje en el testiculo (Van Der Klein E, 1969).

Cuando las benzodiazepinas son empleadas para el
tratamiento de trastornos emociocnales, se administran por
via oral. Como son ' compuestos débllmente bdsicos son
absorbidos con mayor eficacia en un medio con pH dcido, como
el del duodeno, sin embargo, hay diferencias al respecto, ya
que el diazepam pasa con mayor rapides al torrente sanguineo,
que otras benzodiazepinas <como el oxazepam. La
biodisponibilidad de éstos fdrmacos al ser aplicados por via
intramuscular es poco confiable, También se puede apucar'
por via endovenosa diluido en solucién salina (Katazung, 1987;
Ramirez-Rojas, 1975; Roche Scientific Service, 1970; Valium

Roche Lab, 1978).
' Su transporte en la sangre es un proceso dinamico,
donde las moléculas del medicamento entran y salen de los
tejidos a una velocidad que dependen de la circulacién
sanguinea, de los gradientes de concentracién y de la
permeabilidad de las células (Goodman et al., 1989).
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La 1liposolubilidad es un factor determinante de la
velocidad de entrada de las benzodiazepinas al SNC. El
diazepam, por tener esta propiedad en mayor grado que el
clorodiazepam y el lorazepam, por lo que tiene una latencia de
acc16n menor sobre el SNC, que al que lo hacen los dos iiltimos
(Goodman et al,, 1989).

Las benzodiazepinas se fijan a las proteinas
plasmiaticas en una proporcién del 85 al 95%, por lo cual, su
velocidad de distribucién es elevada. En conjunto tiene
interacciones farmacoclnéticas minimas, aunque su
metabolismo puede ser inhibido por otros farmacos como la
cimetidina, el disulfiram, la 1soniazida y 1los
anticonceptivos orales. En los recién nacidos prematuros y en
anclanos, el diazepam puede tener una vida media de 3 a 4 veces
mas prolongadas que en los adultos jévenes y en los nifios
nacidos a término, en donde es de 48 a 96 h, aun cuando se ha
encontrado en el cerebro de los ultimos, 10 dias después de su
nacimiento (Goodman et al., 1989).

Por estudios "in vitro" se demostré que el metabolismo
del diazepam es similar en el higado humano, en el de la rata
y en el del ratén . En el parénquima hepdtico se encuentran
altas concentraciones de sus metabolitos, y en dste
experimentan una N-desmetilacién y una hidroxilacién del
carbono 3 para formar fundamentalmente el N-desmetildiazepam
y el oxazepam. Todos los productos hidroxilados se conjugan
con el dcido glucurénico, por lo que forman glucuronatos que
son eliminados en la orina y en las heces fecales. Estos
metabolitos excretados conservan su accidn anticonvulsivante
y son menos toxicos que el diazepam. Este proceso se
esquematiza en el esquema 2 (Iddpdan Héikkilla et al., 1971;
Mandelll et al., 1985; Simmons et al., 1983).
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Los estudios realizados por De Blas et al., en el
cerebelo de rata utilizando el anticuerpo monoclonal a
benzodiazepinas 21-7F9, demostraron que existen
benzodiazepinas enddgenas y que estas tienen una
distribucidn similar a la que se encontré en algunas
células gabaérgicas como en las células piramidales de
la capa 5, las del hipocampo y las células granulosas del
giro dentado (De Blas et al., 1987). Lo anterior sugiere
gue en la rata se producen sustancias similares a
benzodiazepinas, que pudieran intervenir como
reguladoras de los neurotransmisores gabaérgicos, Lo
anterior sugiere que un inadecuado funcionamiento de
este sistema de benszodiazepinas enddgenas pudieran
conducir a formas patoldgicas de ansiedad y epilepsia,
que responden eficientemente a un tratamiento con
benzodiazepinas sintéticas (Sangameswaran et al.,
1985).

En cerebro de ratén se han encontrado que algunas
neuronas tienen epitopes similares a las
benzodiagepinas que son reconocidas por el anticuerpo
monoclonal a benzodiazepinas 21-7F9, y que ésta
molécula al ser obtenida por cromatografia de afinidad,
inhibe la unién del flunitrazepam tritiado a los RBZDC,
aunque se ha visto que éste mismo anticuerpo reacciona
con los RBZDCP (Sangameswaran et al., 1985).

Estas moléculas similares a benzodiazepinas fueron
encontradas en 5 cerebros humanos incluidos en parafina
desde 1940, 15 afos antes de que se sintetizaran las
primeras benzodiazepinas, 1o que suglere que éstas son
productos de sintesis natural (o] enddégenas
(Sangameswaran et al,, 1985).
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En cerebro de vaca mediante cromatografia de
afinidad se aisldé una sustancia parecida a la
benzodiaaepina, la que se identificé mediante
espectofotometria y cromatografia de alta resolucidn,
se determind como N-desmetildiazepam, existiendo varias
explicaciones al respecto:

Que ésta benzodiaszepina sea el producto de
sintesis industrial, debido a que el N-desmetildiasepam
y sus metabolitos se acumulen en cerebro, como resultado
del consumo normal, que estdn presentes en el agua,
comida animal o bien, proporcionarse intencionalmente
al ganado (De Blas et al., 1987).

Que estas moléculas parecidas a las
benzodiazepinas son productos sintetizados por
mamiferos, microorganismos y plantas, gque Se consumen
dentro de la dieta regular (De Blas et al., 1987).

Hay evidencias de que las bensodiasepinas enddgenas
gon producidos en mamiferos, lo que se ha demostrado
mediante técnicas de inmunoprecipitacién con el
anticuerpo monoclonal a bensodiazepinas 21-7F9,
empleado en el cerebro, el higado,el baso y el rifion,
en los cuales, se puso en evidencia que el péptido mds
abundante fué el de 100,000 kd, asociado a membrana
sinaptosomal y en menor cantidad los péptidos de 70,000
y 30,000 kd. Al ger analizados por métodos de
inmunoensayo, se comprobd que éstas moléculas eran
parecidas estructuralmente a las benaodiazepinas,
termoestables y resistentes a las proteasas (De Blas et
al., 1987).
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Otra evidencia de la produccién natural de éstas
moléculas en mamiferos, fué aportada por los estudios
realizados en la linea celular hibrida de neuroblastoma
y glioma NG108-15 de ratén, mantenidas "in vitro", y
procesadas mediante técnicas de inmunoprecipitacion.
Los péptidos obtenidos fueron similares a los
encontrados en los tejidos de ratén., También en
investigaciones realisadas por Manning et al., '(1986),
se identificé la presencia del N-desmetildiazepam en el
suero de personas que nunca habian tomado
benzodiasepinas. Asimismo se sabe que otro tipo de
organismos como el hongo Penicillium ciclopium
sintetiza benzodiasepinas (De Blas et al., 1987).
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EFECTOS DEL DIAZEPAM 'IN VITRO' K 'IN VIvVOo’

Se han realizado numerosos estudios, para
caracterizar los efectos producidos por el diazepam,
~tanto "in vitro" como "in vivo", y entre éstos destacan
los de Stenchever et al. (1969). Estos autores
oburv;:ron que en fibroblastos humanos cultivados con
dosis de diazepam de 0.1, 1.0, 10 y 20 microgramos/ml,
observaron que habia un retardo en el crecimiento, un
menor depdsito de coldgena, en comparacién con los
controles, y al microscoplo electrénico de transmision
se encontré que existia un ausento de elementos
membranosos que ocupaban grandes porciones del
citoplasma, La cantidad de aitocondrias estaba
incrementada al igual que los integrantes del complejo
de Golgi, y cuerpos electrodensos. También era mds
abundante el reticulo endopldsmico liso y el rugoso,
que estaba constituido por cisternas dilatadas e
lrregulares. Las alteraciones celulares fueron
similares en los tejidos cultivados con_las tres dosis,
sin embargo, hubo una relacién dosis-dependiente con
raespecto al nimero de células afectadas (Staiger et al.,
1970; Stenchever et al., 1969).

En cultivos de linfocitos humanos, se observd la
presencla de rupturas cromosdmicas, principalmente en
los del grupo Cy en el X. En un estudio "in vivo”, sobre
los efectos del diazepam en cromosomas humanos de los
linfocitos de 23 pacientes, expuestos de 0.5 a 36 meses
en dosis diarias que variaron entre de 0.5 a 30 mg, se
registré la presencia de 15.3% aberraciones
cromosémicas, entre las que sSe encontraban rupturas
cromosémicas @ isocromosomas. Dichas aberraciones
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tuvieron una relacién dosis-dependiente, ya que el
paciente con mayor numero de rupturas cromosomicas fué
el que estuvo sometido a un tratamiento de 30 mg durante
18 meses, También se detectaron cromosomas
tetrarradiales en pacientes a 1os que fueron sometidos a
una dosis de 30 mg por dos semanas y a 15 mg cuatro
semanas. Al descontinuar el uso del farmaco durante seis
meses, las caracteristicas cromosémicas de los
linfocitos de la sangre retornaron a la normalidad
(Stenchever et al., 1970).

Miernick (1986) hizo cultivos del alga verde
Dunaliella bioculata, en agua salada sintética, cuyas

divisiones mitdéticas se sincronizaron mediante ciclos
de lug-oscuridad de 12 por 12 h, y se les agregaron
benzodiazepinas como el diazepam, el medazepam, el
flunitrazepam y el clonazepam disueltas previamente en
dimetilsulféxido a concentraclones de 10 -4 y 10 -5 M
encontrando que el flunitrazepam y el medazepam
inhibieron la proliferacidén en concentraciones iguales
o0 menores que las requeridas para el diazepam. Cuando
las drogas se agregaban al inicio del ciclo nocturno,
86lo el diazepam y el medazepam aumentaban el volumen
celular después de un tratamiento de 24 horas (Miernick
et al., 1986).

Estudios de microscopio electrénico indicaron que
la mayoria de las células tratadas, tanto de origen
animal como vegetal, presentaban metafases anormales,
mientras que las del control se dividieron. En las
experimentales se vidé que los cromosomas tenian la
cromatina condensada de manera normal y los
microtiubulos bien polimerizados. E1 huso fué unipolar,
lo cual se relacioné con la inhibicidn de la separacion
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de los cuerpos basales al final de la profase, mientras
que en la divisién celular la duplicacién de los
centriolos indujeron la formacién de un huso bipolar que
se elonga en la metafase (Anderson et al., 1981;
Miernick et al., 1986; Stalger et al.,1970; Stenchever
et al,, 1970; Stenchever et al.,1969).

En ovocitos de ratén, cultivados en un medio Krebs~
Ringer, a concentraciones de diagepam, de 1.0, 10, 30,
50 y 200 microgramos/ml incubados por 17 h, a 37°C, en
una atmésfera con 5% de biéxido de carbono, se registré
la presencia de vesiculas germinales en metafase I o 11,
se observé que la mayoria de las células tratadas se
detenian en la metafase I, que habia formas andmalas, y
que la inhibicién de la meiosis era dosis-dependiente.
La degeneracién de los ovocitos podria deberse a un
efecto téxico, producido por las altas concentraciones
del fdrmaco (Stenchever et al., 1981).
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RECEPTORES GABA B

Algunas de las acciones de las benzodiazepinas en el
SNC se deben a que se acoplan a los canales de dalcio y
potasio, por ejemplo: el diazepam y el flunitrazepam a
concentraciones de 10-6 M inhiben las contracciones
" inducidas por el potasio y el calcio del miusculo liso y
de preparaciones de misculo atrial, En concentraciones
micromolares de diazepam inhiben la depolarigacidn
inducida por la captacién del calcio en sinaptosomas y
la inducida por la 1liberacién de dopamina en
preparaciones de cuerpo estriado; también se tienen
evidencias de que el diazepam y el Ro5-4864 reducen el
potencial de accidén de neuronas de las astas posteriores
mantenidas "in vitro", asimismo el diazepam y midazolam
blogquean los potenciales de accidén mediados por calcio
en las neuronas mioentéricas (Rampe et al., 1986).

Entre las funciones de los receptores GABA B esté
el estimular la liberacion de corticotropina y de la
hormona luteinizante (Bowery et al., 1989).
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RECEPTORES GABA A

Como ya se mencioné, el diazepam facilita la
transmisién gabaérgica en las neuronas del SNC mediante
RBZDC, 1localizados en los canales del cloro de su
membrana. E1 4cido gamma aminobutirico (GABA), es el
neurotransmisor inhibidor mas importante del SNC, de
éste existen dos grandes grupos de RBZDC el Ay el B
(Tallman et al., 1985; Schwartz et al., 1985; Schoefield
et al., 1987).

E]l GABA A también tiene un receptor, que con el de
las benzodiazepinas forma el complejo receptor
benzodiazepina-GABA, que sd6lo es una parte de los
componentes de los canales del cloro, los cuales se
abren o cierran de acuerdo al sitio del receptor que es
estimulado. En particular las bensodiazepinas aumentan
su frecuencia de apertura, en cambio los convulasivantes
y moléculas como la pregnenolona, precursora de la
testosterona, la plcrotoxina, el
butilciclofosforotionato (TBPS), las pirazolpiridinas
y los esteroides, los cierran impidiendo la funciodn
gabadrgica, por 1lo que son clasificados como
antagonistas de las benzodiazepinas y del GABA A
(Tallman et al., 1985; Schwartz et al., 1985; Schoefield
‘et al., 1987).

El complejo receptor benzodiazepinico-GABA A estd
formado por subunidades proteicas de diferentes tipos,
entre las que existen dos alfa y dos beta, responsables
de la sensibilidad al GABA, y cada una de sus moléculas
es transcrita por un gen especifico. Mediante
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hibridacién se ha detarminado la existencia de una
homologia en la secuenciacidn de los aminodcidos de un
70% entre las alfa y de un 34% con las beta. No todos los
complejos receptor GABA A nativos son sensibles a las
benzodiazepinas, lo que parece indicar que algunos no
tienen sitios de unién para éstas. Las subunidades alfa
y beta del receptor GABA A son similares a la alfa del
receptor nicotinico-acetilcolinérgico, el cual esté
formado por una subunidad alfa, dos beta, una gamsa y una
delta (Sieghart et al., 1989; Schwarts et al., 1989).

Las evidencias experimentales indican que las
diferentes combinaciones de las subunidades alfa y
beta, que conforman los receptoree GABA A, producen
diferente grado de sensibilidad al GABA, mientras que
la asociacidn entre las subunidades alfa, beta y gamma,
determinan su sensibilidad farmacoldgica (Sieghart et
al,, 1989).

Mediante los mismos experimentos se ha demostrado
que en el canal del cloro, los cuatro dominios
hidrofébicos de las subunidades alfa y beta atraviesan
la membrana y que las 16 hélices que los constituyen
contribuyen a estabiliszar sus paredes, para mantener
una lug de 5.6 amstrongs. Los grupos aminos tersinales
8se localizan en el lado extracelular y es el sitio en el
que se localisza la seflal peptidica de los receptores.
Los grupos carboxilos cercanos al lado extracelular se
relacionan funcionalmente con la fosforilacién celular
del AMP ciclico (Schoefield et al., 1987).
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Otro tipo de complejo receptor GABA constituido
por dos subunidades alfa y dos beta, tiene 26 cargas
positivas y 4 negativas del lado extracelular, siendo
que las cargas pogitivas en el inicio del canal del
cloro, sirven como un filtro aniénico selectivo que
aumenta la conductancia, 1o que concuerda con el
comportamiento reversible del canal del cloro,
encontrando dos sitios de unién a aniones acoplados a
éstos. El esquema de éste complejo bengsodiasepina-GABA
A se ejemplifica en el esquema 3 (Tallman et al., 1985;
Schoefleld et al., 1987)

Los sitios de unién a agonistas y antagonigtas de
las benzodiazepinas probablemente se localisan en los
dominios amino terminales, que contienen un total de 10
sitios de glicosilacién por complejo receptor GABA A, Lo
que se apoya en la evidencia de que la glicosilacion del
GABA modifica la unién de los agonistds y antagonistas
de las bengodiazepinas, mientras que 1& unién del GABA a
la subunidad beta produce cambios conformacionales del
canal, exponiendo las cargas positivas al inicio de
dste, lo que facilita la conductancia del cloro. Otras
regiones del canal tienen sitios de fosforilacidn

(Schoefield et al., 1987).

¢



ESQUEMA 3. -2 -

CLORO

AGONISTAS, ANTAGONISTAS
Y AGONISTAS INVERSOS DE AGONISTAS DEL

BENZODIAZEPINAS GABA (MUCIMOL)

ANTAGONISTAS DiL
GABA (BICUCULINA}

Mﬁ

BARBITURICOS

CONVULSIT VANTE ﬁ

PICROTOXINA Y
ESTEROIDKS.

|

OTROS INNIBIDORES NO COMPETITIVOS (CLORPROMACINA,
FENAZOCINA Y QUINACRINA).

RECEPTOR BENZODIAZEPINA-GABA-A

SCHWARTZ ET AL., 1988).
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RECEPTORES BENZODIAZEPINICOS PERIFERICOS

Las benzodiazepinas ademas de actuar a nivel del SNC, lo
hacen en otros tejidos del cuerpo mediante receptores
bengzodiazepinicos periféricos (RBZDP) que se localizan en la
membrana externa de las mitocondrias, asociados a sus
canales de calcio y potasio, que al igual que los del cloro de
las neuronas, los activan o inactivan., Estos sitios de unién
estdn conformados por un complejo de proteinas
transmembranales, que constituyen los canales aniénicos
dependientes del voltaje, con una apertura de poro de
alrededor de 15 amstrongs, por donde son transportados los
metabolitos (Anholt et al,, 1986; Anholt, 1986; Schwaiger et
al., 1983; Verma et al., 1989).

Los RBZDP tienen una configuracioén prdcticamente igual
a la de los GABA B centrales, y se demostrd su presencia en el
rifion, el corazén, el pulmén, las gldndulas salivales, la
lengua y en gldndulas enddécrinas como las suprarrenales, la
pituitariay en los testiculos (Anholt et al., 1986; Anholt,
19686; Rampe et al., 1986).

En relacioén con los érganos reproductores, Anholt et al.
(1986), mediante técnicas autorradiogridficas detectaron en
el testiculo la presencia de abundantes RBZDP en el tejido
intersticial, en donde se encuentran las células de Leydig,
responsables de la produccién de la testosterona, y en menor
proporcién en la zona de los tiubulos seminiferos ocupada por
el epitelio germinal y por las células de Sertoll, pero no los
pudieron evidenciar en el lumen. Al emplear técnicas
citogquimicas en el testiculo, no lograron apreciar la
monoamin-oxidasa, que es el marcador de la membrana externa
de las mitocondrias, no obstante, éstos resultados no son
confiables, debido a las dificultades que los autores
tuvieron para obtener las fracciones subcelulares puras (De
Souza et al., 1985; Anholt et al., 1986; Anholt et al.,
1985).
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Sin embargo, otros investigadores al wutilizar un
agonista benzodiazepinico, denominado Ro5-4864 marcado con
tritio, en ensayos sobre su unién especifica a la fraccién
mitocondrial de células intersticiales observaron una
relacion lineal entre la union especifica del Ro5-4864 y las
proteinas membranales, de hasta 150 microgramos por ensayo,
que fué optimo cuando se realizd a 0°C, Alcanzd el equilibrio
después de 90 minutos, fué saturable y totalmente reversible
al agregar 10 micromolas de Ro5-4864 o de PK11195, otro
agonista de RBZDP., Por anallsis de Scatchard determinaron la
presencia de una sola poblacién de sitios de unién. Lo que
comprueba que en la fraccién mitocondrial de las células
intersticiales de ratas, hay una cantidad elevada de RBZDP
(Calvo et al., 1990; Gavish et al., 1986).

Cuando las ratas fueron hipofisectomizadas, 1los
testiculos experimentaron una reduccién del 80% de su peso,
debida a la atrofia de las células intersticiales y del
epitelio germinal, la cantidad de RBZDP se redujé de 5 a 6
veces, y los sitios de unidén se saturaban con el Ro5-4864, lo
que permitid concluir que la cantidad de RBZ2DP testiculares
depende de la actividad tréfica de la hipéfisis (Anholt et
al., 1985).

Gavish et al, (1986), al aplicar por via subcutdnea, a
ratas, dosis de estradiol de 2 mg/kg de peso corporal,
durante 10 dias, provocd un descenso del 43% de la poblacion
de RBZDP testiculares s8in afectar la constante de
disociacidn, ni el peso testicular,

Cuando se dié un tratamiento crénico intraperitoneal
de diazepam de 3 mg/kg de peso corporal, durante 14 dias, se
encontro que en el testiculo disminuyeron significativamente
los niveles plasmaticos de testosterona, que los de HL no
cambiaron y hubo un descenso del 37% del numero de RBZDP, y
cuando se administro una séla dosis igual del fdrmaco los



- 25 -

niveles plasmiticos de testosterona incrementaron
significativamente al doble y no se modificaron los de HL, ni
los de RBZDP. Con el mismo tratamiento mads concentraciones "
in vitro", de 10 a 100 uM de Ro5-4864 produjo una leve
estimulacidén esteroidogénica (Calvo et al., 1991).

Wilkinson et al. (1980), administraron a ratas un
tratamiento crdnico de diazepam de 50 mg/kg de peso corporal,
durante 10 dias, por via Iintraperitoneal, obtuvieron
resultados contradictorios, ya que no encontraron
modificaciones en el peso de los testiculos, ni de la
pituitaria, ni de la préstata, y los niveles de 1la
testosterona y HL permanecieron constantes, aunque
detectaron que el Valium produce un incremento de los RBZDC.
Tejido testicular obtenido de animales sometidos al mismo
tratamiento cuando fué sometido "in  vitro", a
concentraciones de 0.3, 1.0 y 3.0 ng de HL no exparlndntd
cambio alguno en la secrecidén de testosterona. Al incubar
los cultivos con diferentes dosis de Valium, la de 2.4 X 10~4
M elevd significativamente la gsecrecidn de testosterona.

Estos datos concuerdan con los obtenidos por Ritta et

al. (1989), quiénes agregando el Ro5-4864, en dosis de 10 ~9y
10 ~5 M a suspensiones de células intersticiales, mantenidas
durante 3 horas, provocaron un aumento de la produccidén basal
de la testosterona e incorporando de 0.000! a 1,000 mIU de 1la
hormona gonadotropina coriénica (hGC), mas dosis de Ro5-4864
de 10 -7 M potencid el efecto de las gonadotropinas. Ademas,
se demostrd una relacidén dosis-dependiente del Ro5-4864, en
la produccidn androgénica basal y la estimulada por la hGC, lo
que confirma que las benzodiazepinas actian sobre las células
de Leydig incrementando la produccion de testosterona, En las
muestras Incubadas con dosis de benzodiasepinas, 1la
testosterona no se produjo en dosis menores de entre 10 -6y 10
~8 M. De éstos experimentos se deduce gue la produccidén de
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testosterona puede ser estimulada por el diazepam y el Ro5-
4664, en ausencia de hormonas hipofisiarias, aunque éstas
potencian su accion.

Por otra parte Arthaud et al.(1981), demostraron
el efecto directo de dosis elevadas de 1,4-benzodiazepina
denominada Sch-15698, sobre la morfologia testicular de
ratas, mediante la administracidén oral lnica en dosis de 630,
1000, 1580 y 2500 mg/kg/de peso corporal. Las principales
alteracliones histolégicas detectadas fueron la  marcada.
atrofia testicular y una disminucion evidente del numero de
cédlulas germinales.

Investigaciones similares de Means et al. (1982),
demostraron que otra 1,4-benzodiazepina Sch-32855,
administrando por via oral a perros Beagle adultos, en dosis
diarias de 30, 100 y 300 mg/kg/de peso corporal, durante dos
semanas, se encontrd que en el animal que recibié dosis de 100
mg/kg/de peso corporal, la l4mina propia y la membrana basal
de los tubulos seminiferos estaban engrosadas, sélo se
observaron algunas espermatogonias, habia vacuolizacién del
citoplasma de las células de Leydig y de las de Sertoli,
encontraron restos de células necréticas en la luz de éstos,
slendo mas ampllia que la de los testigos. En el tratado con 300
mg/kg/de peso corporal, se observaron células necréticas y no
8e pudieron identificar espermatogonias, existiendo un menor
niimero de capas celulares distribuidas de manera diferente a
las del grupo control, por lo que la luz tenia una mayor
amplitud. Los efectos fueron similares pero menos severos en
el animal tratado con 30 mg/kg/de paso corporal.

Investigaciones realisadas por Arthaud et al.(1981),
con la benzodiasepina Sch-15698 aplicadas a ratas por via
oral, en dosis de 630, 1000, 1580 y 2500 mg/kg de peso
corporal, produce una disminucién en el peso de los
testiculos, de 18%, 33%, 37% y 57% respectivamente, 14 dias
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después del tratamiento, Asimismo éste tratamiento en dosis
de 2500 mg/kg de peso corporal produjo alteraciones
histoldégicas de los tubulos seminiferos y un descenso del
peso de las vesiculas geminales. Los mismos animales fueron
apareados con hembras no tratadas para evaluar el indice de
fertilidad por medio de la presencia de tapén vaginal o de
espermatogoides en frotis vaginales, con lo cual probaron que
la conducta sexual de los machos era normal. Sin embargo,
disminuyé el ntimero de embriones vivos por hembra apareada
con los machos tratados, mantenidos de dos a sels semanas en
reposo después de haber concluido el tratamiento, lo que
sugliere podria ser causado por las alteraciones
testiculares.

Por otro lado, Means et al. (1982), al utilizar la
benzodiazepina de Sch-32855, en dosis orales de 30, 100 y 300
mg/kqg de peso cqrporal, durante dos semanas, encontraron que
el peso de los testiculos disminuyd siendo de 12.4, 4.2y 12.8
g comparando con el del control de 13.7 g.

Argielles et al. (1975), al medir 1los niveles
plasmdticos de testosterona detectaron un aumento
significativo en un grupo de personas de 35 a 55 aflos de edad,
que tomaron diazepam en dosis diarias de 10-20 mg/kg de peso
corporal, durante dos semanas y que se redujeron de manera no
significativa los ll-hidroxicorticoides, ain cuando las
pbersonas no estaban bajo tensién emocional. Probablemente el
incremento de los niveles plasmidticos de la testosterona se
deban a la accidén del diazepam sobre el metabolismo
enzimitico que se lleva a cabo en los microsomas hepdticos.
Los resultados confirman la existencia de cambios endécrinos
asociados al consumo de diazepanm.
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H I P O T E S I S

El diazepam administrado a ratones adultos, altera la
morfologia de las células de Leydig y la del epitelio
germinal,

08B J FET I V 0 S,

1,- Analizar los efectos del diazepam sobre la
morfologia de las células de Leydig y las del epitelio
germinal.

2.~ Comparar mediante la digitalizacién de imdgenes
de las preparaciones histolégicas, y la aplicacién de
pruebas estadisticas, el drea ocupada por las células de
Leydig, la del epitelio germinal y el didmetro de los
tubulos seminiferos, con respecto al de los controles, y
entre los grupos de diazepam, sin y con reposo.

3.- Mediante andlisis morfométrico, definir 1los
efectos del diazepam en las dimensiones del nicleo, y del
citoplasma de las células de leydig, con respecto a los
controles, Determinar si existen diferenclas entre los
dos grupos de diazepam, sacrificados al concluir . el
tratamiento o nueve semanas después.

4.~ Relacionar el contenido de inclusiones lipidicas
de testosterona en las células de Leydig, con posibles
modificaciones fisiolégicas.
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Se utilizaron 90 ratones de la cepa CD-1, de dos meses
de edad, de 30 a 32 g de peso, los cuales se mantuvieron en
un ambiente controlado a una temperatura de 20 a 22 °C, con
un fotoperiodo de 12 h, inciando a 1as 7 am, Se les didé agua
estarilizada y comida purina chow esterilizable "ad
libitum"”,

Log machos se aparearon con hembras de la misma edad
de 28 a 30 g de peso, para probar su fertilidad y descartar
de antemano, problemas en los anipales, que no tienen
ninguna relacidén con la aplicacion del diazepam. Lo
anterior se demostré cuando en las hembras Se observd la
presencia de tapén vaginal, que es el indiclo de haber sido
inseminadas.

Los machos fértiles se dividieron en los sigulentes
sels grupos, de quince individuos. Los tres primeros
grupos fueron sacrificados en una atmésfera de bidxido de
carbono, al final del tratamiento, por lo que se denominan
grupos sin reposo.

1.~ Grupo diazepam, sin reposo (DZSR). Inyectados
subcutdneamente con dosis unicas diarias de diasepam de
2.7 mg/ kg/ de peso corporal, durante 60 dias/ 5 dias a la
semana, para similar que una persona sujeta a tension
emocional durante los dias hadbiles de la semana, tuviera
la necesidad de tomar el fadrmaco durante éste periodoy el
fin de semana al estar relajado, lo suspendiera sin que
aesto le ocasionard problemas, ya que el diasepam tiene una
vida media de 48 a 96 h, y el efecto se mantiene. El
diazepam fué obtenido en ampolletas de Valiumde 10mg , en
la farmacia de las que se tomaron directamente 16
microlitros con jeringas Hamilton de 50 microlitros.
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2.~ Grupo control salino, sin reposo (SSR).

Inyectados por la misma via y dosis tnicas diarias de 16

microlitros de solucién salina al 0.9%, durante el mismo
periodo y en las mismas condiciones que del grupo 1.

3.~ Grupo control no tratado, sin reposo (NTSR). No
fueron tratados y se mantuvieron en las mismas condiciones
experimentales, con 1la finalidad de comparar la
higtologia de éste grupo con el control salino.

Los siguientes tres grupos después del término del
tratamiento, se mantuvieron en reposo durante nueve
semanas, con el propésito de que el farmaco se eliminard
por completo, que las células del epitelio germinal fueran
las producidas después de un nuevo ciclo de
espermatogénesis y de ésta manera cualquier alteraciodn
histologica testicular seria debida al efecto de largo
plaso del diasepam. Estos grupos se denominan grupos con
reposo. Tambidn se sacrificaron de la misma manera.

4. - Grupo diazepam, con reposo (DZCR). Tratado por la
metodologia empleada para el grupo 1, diasepam sin reposo,
pero sacrificado nueve semanas después de la aplicacién
del férmaco.

5.- Grupo control salino, con reposo (SCR).
Inyectado igual que el 2 control salino, sin reposo, y
sacrificado nueve semanas después de haber suspendido la
aplicacion del suero fisiolégico.

6.~ Grupo control no tratado, con reposo (NTCR). No
tratado y mantenido por el mismo periodo que los grupos 4 y
5, sacrificdndolos simultdneamente con esos animales.
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TABLA 1.

GRUPO TRATAMIENTO OBTENCION DE MUESTRAS  NUMERO DE RATONES

1 (DZSR) Diazepam 2.5 mg/kg/dia/ Término del tratamiento. 15
de peso corporal,duran-
te 60 dias discontinuos
5 dias a la semana.

2 (SSR) 16 sl Sol. salina 0.98/ Término del tratamiento, 15
dia durante 60 dias dis- .
continuos, 5 dias a la

semana,

3 (NTSR) No recibidé tratamiento. Simultdneamente con los 15
de los grupos 1 y 2.

4 (DZCR) Diazepam 2.5 mg/kg/dia/ 9 semanas después del 15

de peso corporal,duran- término del tratamiento.
te 60 dfas discontinuos
5 dias a la semana.

5 (SCR) 16 p1 Sol. salina 0.9%/ 9 semanas después del 15
dia durante 60 dias dis- término del tratamiento.
continuos, 5 dias a la
semena.

6 (NTCR) No recibid tratamiento. Simulténeamente con los 15
de los grupos 4 y 5.

LEYENDA:

DZSR Diasepam 8in reposo.

SSR Control salino sin reposo.
NTSR Control no tratado sin reposzo.
DZCR Diazepam con reposo.

SCR Control salino con reposo.
NTCR Control no tratado con reposo.
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Los testiculos de todos los animales fueron fijados
en formol amortiguado a un pH de 7.3 y en los liquidos de
zenker, carnoy y bouin, se deshidrataron en alcoholes
graduales, se incluyeron en parafina de 56 a 58 °C, se
hicieron cortes de 5 micrometros de espesor, que fueron
teflidos por los métodos de hematoxilina-eosina, y la
técnica tricromica de Mallory. Para el estudio
morfolégico y para colorear los dcidos nucléicos y las
membranas basales se empled las técnicas de Feulgen, y
para identificar y observar la distribucién del ADN y el
ARN se aplicé la técnica de naranja de acridina. Las
observaciones se hicleron en un microscopio de
comparacion Reichert y en un polyvar de Reichert, en dste
gse utilizd luzs ultravioleta y se obtuvieron las
fotomicrografias de los tejidos. Mediante un sigtema
automatizado de digitalisacidén de imdgenes, que tiene el
programa de ipplus.2, del fotomicroscopio 2eigs, se
midieron el didmetro de los tubulos seminiferos, el drea
gue ocupan las células de Leydig, el dismetro msenor y
mayor del nicleo, asi como el didmetro msayor del
citoplasma de éstas mismas células, y el 4rea ocupada por
el epitelio germinal dentro de los tibulos seminiferos por
uml2/mm2 de tejido.

Los datos fueron procesados para determinar si
existian diferencias estadisticamente significativas.A
continuacién se menciona que pruebas fueron realiszadas:

1.- Para el &rea ocupada por las células de Leydig. ANOVA
(1 cola) y "t" de Student.
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2,- Para el diametro menor y mayor del nucleo de las
células de Leydig. ANOVA (1 cola), Dunn y Student-Newman-
Keuls,

3.- Para el didmetro mayor del citoplasma, de las células
de Leydig. ANOVA (1 cola), Dunn y Student-Newman-Keuls.

4.- Para el didmetro de los tubulos geminiferos. ANOVA (1
cola) y bunn.

5.- Para el drea ocupada por el epitelio germinal.
Student-Newman-Xeuls.
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R E S U L T A D O S.

Entre la estructura histoldgica de los testiculos de
los ratones de los grupos controles: 2-SSR, 5-SCR, 3-NTSR
Yy 6-NTCR, no se apreciaron diferencias morfoldgicas, de
manera que al hacer la comparacion del tejido testicular
de los animales de los giupos tratados con diazepam, Se
hace indistintamente con la de cualquiera de los grupos
mencionados, que en adelante seran denominados como grupo
control.

Tubulos Seminiferos:

Al observar las caracteristicas de los tiibulos
seminiferos a bajo aumento, se aprecié que su tamaflo fué
digtinto y mediante un digitalizador de imdgenes se
comprobd que en los animales de los grupos 1-DZSR y 4-DZCR,
fué mayor (p & 0.05), que el de los grupos controles
(Figuras 1A y 1B). En el grupo 1-DZSR y en el 4-DZCR fué
202,39 ¢ 27.61 uym y 202.1 ¢ 31.01 um, respectivamente,
mientras que en el 2-SSR fué de 142,65 ¢ 10, 15am, el 3-NTSR
fué de 169,12 + 23.01 yuum, el 5-SCR fué de 153.73 ¢ 24.92 um
y el 6-NTCR fué de 160.89 ¢+ 33.19 um (Cuadros 1, 2, y
grdfica 1).

Epitelio Germinal:

El epitelio germinal de los grupos controles y
tratados presento dos poblaciones celulares:
a) una no proliferativa o células de soporte, denominadas
células de Sertoll y, b) otra proliferativa o células
germinales, que se localizaron de la periferia de los
tubulog seminiferos hacia al lumen.
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FIGURA 1.
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FIGURA 1.

Fotomicrografias de cortes histolégicos de
testiculos de ratén., En A, los tubulos seminiferos
procedentes de un animal del grupo 5-SCR, presentan el
epitelio germinal (1), con caracteristicas normales, al
igual que la cantidad y la morfologia de las células de
Leydig (2). En B, el corte pcitaneco al grupo
experimental 4-DZCR, con los tibulos seminiferos de
mayor didmetro, el epitelio germinal de menor espesor y
los acumulos de células de Leydig ocupan una mayor drea
que la del control, Hematoxilina-eosina, 62.5 X.



CUADRO 1. PROMEDIO DEL DIAMETRO DE LOS TUBULOS
SEMINIFEROS DE LOS RATONES SACRIFICADOS AL
TERMINO DEL TRATAMIENTO.

DIAMETRO
Grupo X (um) 3t D.s,
1. Diasepan 202.39 # 27.61
2. Salino 142.65 2 10,15
3. No Tratado 169.12 = 23.01

0

N =10 X = promedio D.S.s Desviacion
p £ 0.003191 _ Fstandar.

CUADRO 2. PROMEDIO DEL DIAMETRO DE LOS TUBULOS
SEMINIFEROS DE LOS RATONES SACRIFICADOS 9
SEMANAS DESPUES DE CONCLUIDO EL TRATAMIENTO.

DIANETRO
Grupo 2 (um) 1 D.8.
4. Diazepam 202.1 + 31.01
5, Salino 153.73 t 24,92
6. No Tratado 160.89 + 33.19

N =10 X = promedio  D.S.= Desviacion
p £0.0379 Estandar.
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En el testiculo de los ratones controles, el epitelio
germinal esta formado por células epiteliales,
dispuestas mds o menos en forma concéntrica. De la
periferia hacia el lumen se encontraron las
espermatogonias, los espermatocitos primarios, los
espermatocitos secundarios, las espermatidas recién
formadas, en espermiogénesis, y los espermatozoides, con
caracteristicas normales, en su citoplasma como en el
nucleo (Figuras 2A y 3A).

Las células de Sertoli tenian el citoplasma fibrilar
y sus nicleos normales, Se pueden subdividir en tres
porciones: la basal, la intermedia y la luminal. En 1la
basal, mds ancha, se localizé el nucleo de forma
lrregular, en contacto con las espermatogonias de todos
los tipos y con espermatocitos primarios en leptoteno, que
representan el 30% de las células germinales (Figuras 2A y
3A).

En el testiculo de los ratones tratados, las células
de Sertoli y las germinales estaban vacuoladas y con
frecuencia presentaron grénulos baséfilos. Se observaron
espacios intercelulares abundantes, incremento en la
talla de las células y del niicleo. Ademds fué evidente el
aumento de la Dbasofilia en la cromatina y la mayor
cantidad de nucleoplasma, con respecto al de los controles
(Figuras 2A y 3A).

Los tubulos seminiferos de los animales de los grupos
controles (Figura 3A), presentd la tiunica propia de un
aspecto normal, en cambio en los grupos tratados
sacrificados al término, como en los sacrificados nueve
semanas después de concluir el tratamiento, la tunica
propia estaba engrosada (Figura 3B).
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FIGURA 2.

Fotomicrografias del epitelio germinal de ratdn.
En A, de un aminal control J3-NTSR, con las
espermatogonias (5), los espermatocitos primarios (6),
las espermdtidas (7), en espermiogénesis, incluidos en
el ciltoplasma de las células de Sertoli (8), son
normales. En B, precedente de un animal del grupo 1-
D2SR, . se aprecian las espermatogonias, los
espermatocitos primarios y las espermatidas con la
cromatina intensamente aciddofila y el nucleoplasma
claro. En el citoplasma hay vacuolas y grdnulos
bagofilog distribuidos irregularmente, tanto en las
células germinales como en las de Sertoli. Entre las
células del epitelio germinal se aprecian espacios
intercelulares muy amplios. Hematoxilina-eosina, 625
X,
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FIGURA 3.

Epitelio germinal de ratones. En A, pocedente del
grupo  6-NTCR, las  espermatogonias (5), los
espermatocitos primarios (6), las espermatidas (7), las
células de Sertolli (8) y de la lamina basal (9)
presentan caracteristicas normales., En B, el epitelio
de un ejemplar 4-D2CR, las células germinales tienen
grdnulos baséfilos, citoplasma acidéfilo vacuolizado y
los espacios intercelulares son amplios. La ldmina
basal es de mayor espesor (9). Hematoxilina-eosina, 625
X.
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El area ocupada por el epitelio germinal dentro de
los tubulos seminiferos, en los animales de los grupos 1-
DZSR y 4-DZCR, fué mas angosta que en los animales de los
cuatro grupos controles (Figuras 1A y 1B)., En el grupo 1-
D2ZSR fué 733.45 ¢+ 124.27 ym2/mm2 y el 4-DZCR fué de 764.77 2
37.49 ym2/mm2, mientras que el 2-SSR fué de 892.09 + 128.77
um2/mm2, el 5~-SCR fué de 881.90 ¢ 12.46 um2/mm2, el 3-NTSR
fué de 887.86 + 34.30 um2/mm2 y el 6-NTCR fué de 899.28 »
26.95um2/mm2 (Cuadros 3y 4, y gradfica 2). Las diferencias
fueron estadisticamente significativas (p £ 0.05).

Células de Leydig.

Entre los tubulos seminiferos de los ratones, tanto
de los grupos controles como de los tratados, se encontré
el tejido intersticial constituido por las células de
Leydig, y escasos fibroblastos (Figuras 3A y 3B).

En los controles, 2-SSR, 3-NTSR, 5~SCR y 6-NTCR, las
células intersticiales o de Leydig, constituyeron
acumulos de diferente forma y tamaflo, distribuidos de
manera irregular, entre el escaso tejido conectivo laxo,
del estroma, rico en vasos sanguineos. Las células
intersticiales presentaron forma y talla variable,
algunas fueron esféricas y otras poliddricas o
irregulares (Figuras 4A y 5A).

Su nicleo fué esgférico, ovoide, o de contorno
irregular, Los grdnulos de heterocromatina estaban bien
definidos y distribuidos tipicamente, entre el
nucleoplasma ligeramente baséfilo y con uno a tres
nucléolos grandes. E1 citoplasma, en general, fué
abundante, acidéfilo y con inclusiones lipidicas claras,
de tamaflo variable (Figuras 4A y 5A).



- 45 -

FIGURA 4.
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FIGURA 4.

Fotomicrografia de las células de Leydig (2), de un
ratén. En A, procedentes del grupo 3-NTSR, en donde el
citoplasma acidofilo, es poco abundante, y tiene
inclusiones 1lipidicas relativamente pequefas. Sus
niicleos esfercidales y el nucleoplasma presentan
aspecto normal, En B, de un animal 1-DZSR, el citoplasma
muestra inclusiones lipidicas pdlidas, de gran tamaiflo,
que  probablemente corresponden a grdnulos de
testosterona, los cuales le dan al citoplasma un aspecto
vacuolado, Entre las inclusiones se localizan granulos
y una red basdéfila, dispersa irregularmente. Los
nicleos son esferoidales u ovoldes. Hematoxilina-
eosina, 625 X.
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FIGURA 5.
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FIGURA 5.

Fotomicrografia de células de Leydig (2). En A, las
de un animal del grupo 6-NTCR, las caracteristicas
morfolégicas y la cantidad son normales. En B, las de un
ratén del grupo 4-DZCR, la morfologia y la abundancia
estdn modificadag. La acidofilia del citoplasma y en las
inclusiones 1lipidicas son evidentes. Hematoxilina-
eosina, 625 X.



CUADRO 3. PROMEDIO DEL AREA OCUPADA POR EL
EPITELIO GERMINAL EN um2/mm2 DE LOS TUBULOS
SEMINIFEROS DE LOS RATONES SACRIFICADOS AL
TERMINO DEL TRATAMIENTO.

EPITELIO GERMINAL

Grupo X(um2/mm2) £ D.S.
1.. Diazepam . 733.451 t 124,270027
2. Salino 892.0858 t 128.766585
J. No Tratado 887.8558 + 34.29668

N =10 X = promedio  D.S.= Desviacién
p £0.05 Estandar.

CUADRO 4. PROMEDIO DEL AREA OCUPADA POR EL
EPITELIO GERMINAL EN um2/mm2 DE LOS TUBULOS
SEMINIFEROS DE LOS RATONES SACRIFICADOS 9
SEMANAS DESPUES DE CONCLUIDO EL TRATAMIENTO.

EPITELIO GERMINAL

Grupo X(um2/mm2) t D.S.
4. Diazepam 764.7704 + 37.49068
5, Salino 881.9018 + 12,45693
6. No Tratado 899,276 t 26,9526
N =10 X = promedio  D.S.= Desviacion

p £0.05 Estandar.
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En el testiculo de ratones tratados, sacrificados al
concluir el tratamiento, como en los sacrificados nueve
semanas después del teérmino de la administracion de
diazepam, las células intersticiales o de Leydig,
formaron actimulos de mayor tamafio que los observados en
los animales del grupo control. Fué notable un incremento
en la cantidad de citoplasma y en la talla del ntcleo. El
citoplasma abundante fué acidéfilo, con aspecto
vacuolado, debido a la presencia de una gran cantidad de
inclusiones lipidicas, con una ligera acidofilia. En el
citoplasma que rodeaba a las inclusiones lipidicas se
identificaron numerosos granulos baséfilos y una red con
la misma afinidad tintérea (Figuras 4B y 5B).

La técnica de Feulgen y la de naranja de acridina,
estimulada con luz ultravioleta, permitieron apreciar la
estructura normal del citoplasma y el nicleo de 1las
células germinales y de las de Leydig. En los animales de
los grupos control, con la tincién de naranja de acridina,
se observaron grdnulos de color naranja-rojizo, que
indicaron la presencia de dcido ribonucléico en el
citoplasma y en el niicleo los grumos de cromatina tomaron
una tincién amarillo-verdosa, 10 que permitié observar su
distribucién tipica (Figuras 6A y 7A).

En los animales 1-DZSR y 4-DZCR, con la técnica de
naranja de acridina se pudo destacar con mayor nitidez la
presencia de abundantes espacios intersticiales, los dos
tipos de células, el aspecto vacuolado del citoplasma, la
mayor cantidad de dcido ribonucléico, que coincide con la
distribucién de los grdnulos baséfilos, identificados en
el citoplasma, al tedlirlos, con la coloracidén -de
hematoxilina-eosina (Figuras 4B, 58, 68 y 78). En los
niicleos de las mismas células, el dcido
desoxirribonucléico, también se tifAd de color amarillo-
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FIGURA 6,

Fotomicrografias de testiculos de ratén., En A,
procedente de un animal 2-SSR, en el que se aprecia la
cromatina en color amarillo-verdoso (3) y los d4cidos
ribonucléicos naranja-rojizo (4), distibuidos en el
citoplasma, de las células germinales (1)) de las de
Sertoll y de las de Leydig (2), con aspecto normal. En B,
el ejemplar procedente del grupo 1-DZSR, se identifican
las caracteristicas y distribucidn de la cromatina y del
dcldo ribonucléico, de las células germinales, de las de
Sertoll y de las de Leydig, que es distinta a la presente
en el tejido de los ratones del grupo 2-SSR, También se
observan amplios espacios intercelulares, en el
epitelio germinal. Naranja de acridina, 240 X.
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FIGURA 7.

Fotomicrografias de testiculos de ratén. En A,
pertenaciente al grupo 5-SCR, se observa el A4cido
desoxirribonucléico (3), de las células germinales y de
las de Leydig (2), de color amarillo-verdoso, de aspecto
normal. El1 Acido ribonucléico (4), es naranja-rojiso.
En B, perteneciente a un animal del grupo 4-DZCR, es
avidente la distribucién atipica de la cromatina, de
color amarillo-verdoso, y los &cidos ribonucleicos,
rojo-naranja, que son mas abundantes con rupnctd a los
de los controles. Entre las células germinales y las de
Leydig se observan espacios intercelulares amplios.
Naranja de acridina, 240 X,
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verdoso, lo que permitioé observar con mayor claridad, la
distribucion atipica de la heterocromatina (Figuras 6B y
7B).

Al digitalizar las imagenes de las células de Leydig,
se comprobé que en los ratones de los grupos 1-DZSR y 4-
DZCR, el &rea que ocupan en el testiculo fué mucho mayor
que la de los controles, ya que en el grupo 1-DZSR, fué de
119.51 ¢ 41.90 ym2/mm2, en el 4-DZCR fué de 107.09 ¢ 14,90
um2/mm2, mientras que en el 2-SSR fué de 50.27  19.74
Hm2/mm2, el 3-NTSR fué de 58,07 t 17.59 um2/mm2, en el 5-
SCR fué de 64.47 + 24, 79 um2/mm2 y el 6-NTCR fué de 68.24 ¢
12.54 um2/mm2 (Cuadros 5,6 y grdfica 3). Por lo cual, la
diferencia estadistica fué altamente significativa (pg
0.001).

Las células de Leydig, digitalizadas presentaron un
didmetro mayor en los animales, de los grupos tratados, de
16,35 + 1.38um en el 1-DZSR y de 16.53 + 2.58.um en el 4-
DZCR, en cambio, en el 2-SSR fué de 11.95 ¢+ 2.35um, en el
3-NTSR fué de 12.4 ¢+ 2.04.um, en el 5-SCR fué de 12.52 ¢
2.13um y en el 6-NTCR fué de 12.0 ¢+ 2.47.um (Cuadros 7,8y
grafica 4), que al compararse estadisticamente resulté
ser mas grande en los grupos DZ, que en los controles (p &
0.05).

Los niicleos de las células de Leydig, de los animales
de los grupos 1-DZSR y 4-DZCR, que tuvieron un didmetro
mayorde 7.2+ 1.2l umy de 7.6 ¢+ 1.36 um, respectivamente,
y uno menor de 7.13 ¢+ 1.22 ym en el 1-DZSR y de 7.25 # 1,12
um en el 4-DZCR, también fueron mds grandes, que los de los
grupos controles, cuyo didmetro mayor fué de 5.8 ¢+ 1.35 um
en el 2-SSR, de 6.66 + 1,57 um en el 3-NTSR, de 6.05 ¢+ 1,23
um en el 5-SCRy de 6,15 ¢+ 1.38 um en el 6-NTCR. En cambio,
el menor fué de 5.51 + 1.19um en el 2~SSR, de 5.4 ¢ 0.93.um
en el 3-NTSR, de 5.32 + 1.42um en el 5-SCRy de 5.57 ¢+ 1.17
um en el 6-NTCR (Cuadros 9, 10, grédfica 5y 6). Las pruebas
estadisticas fueron significativas a p & 0.05.



CUADRO 5, PROMEDIO DEL AREA OCUPADA POR LAS
CELULAS DE LEYDIG EN am2/ mm2 DE LOS TESTICULOS
DE RATONES SACRIFICADOS AL TERMINO DEL
TRATAMIENTO.

Grupo X um2 / mm2 ¢ D.S.
1. Diazepam 119,51 + 41.90
2, Salino 50.27 + 19.74

3. No Tratado 58.07 2 17.59

N =10 X s promedio  D.S.= Desviacion
p40.00036 Estandar.

CUADRO 6. PROMEDIO DEL AREA OCUPADA POR LAS
CELULAS DE LEYDIG EN.um2/mm2, DE LOS TESTICULOS
DE RATONES SACRIFICADOS 9 SEMANAS DESPUES DE
CONCLUIDO EL TRATAMIENTO.

Grupo Xum2 ./ mm2 ¢+ D. 8.
4. Diasepam 107.09 2 14.90
5, Salino 64.47 + 24.79
6. No Tratado 68.24 + 12.54

N =10 X = promedio  D.S.= Desviacién
p £0.0004 Estandar.
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CUADRO 7, PROMEDIO DEL DIAMETRO MAYOR DEL
CITOPLASMA DE LAS CELULAS DE LEYDIG DE LOS
RATONES SACRIFICADOS AL TERMINO DEL
TRATAMIENTO.,

DIAMETRO MAYOR
Grupo X (um) : D.s,
1. Diazepam 16.35 + 1,384
2. Salino 11.95 ¢ 2,347
3. No Tratado 12. ¢ + 2,044
N = 30 Xz promedio D.S.2 Desviacién
p £0.05 Egtandar.

CUADRO 8. PROMEDIO DEL DIAMETRO MAYOR DEL
CITOPLASMA DE LAS CELULAS DE LEYDIG DE LOS
RATONES SACRIFICADOS 9 SEMANAS DESPUES DE
CONCLUIDO EL TRATAMIENTO.

DIAMETRO MAYOR

Grupo X m) * D.S.
4. Diazepam 16.53 * 2.578
5. Salino 12.517 x 2,132
6. No Tratado 12.0 + 2.469

N =30 X= promedio  D.S.= Desviacién
p 20.05 Estandar.



CUADRO 9. PROMEDIO DEL DIAMETRO MAYOR Y DEL
MENOR DEL NUCLEO, DE LAS CELULAS DE LEYDIG DE
LOS RATONES SACRIFICADOS AL TERMINO DEL

TRATAMIENTO.
DIAMETRO
MAYOR

GRUPO X (um) ¢ D.S.
1. Diazepam 7.2 ¢+ 1,208
2. Salino 5.8 + 1,349
3. No Tratado 6.658% 1.569
N =30 X = promedio

Disdmetro menor p £ 0.05
Dismetro mayor p £ 0,05

DIAMETRO
MENOR

X (um) ¢ D.S.
7.133 t 1.224
5.512 1+ 1.193

5.4 t 0.932

D.S.= Desviacion

Estandar.

CUADRO 10. PROMEDIO DEL DIAMETRO MAYOR Y DEL
MENOR DEL NUCLEO, DE LAS CELULAS DE LEYDIG DE
LOS RATONKES SACRIFICADOS 9 SEMANAS DESPUES DE

CONCLUIDO EL TRATAMIENTO.

DIAMETRO
MAYOR
GRUPO X (um)2 D.S.
4. Diazepam 7.6 ¢ 1,36
5, Salino 6.05¢ 1,23

6. No Tratado 6,145+ 1,38

N =30 X = promedio
Didmetro menor p 4 0,05
Didmetro mayor p 4 0,05

DIAMETRO
MENOR

X (um)t D.S.
7.25 + 1.12

5.32 1 1.42

5.565 : 1.174

D.S.= Desviacion

Estandar.
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DIAMETRO MAYOR DE LAS CELULAS DE LEYDIG
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DIAMETRO MAYOR DEL NUCLEO DE LAS CELULAS DE LEYDIG
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Se sabe que el diazepam actua sobre el receptor
benzodiazepinico central (RBZDC) y el GABA A, asociados
a canales de cloro, a nivel hipotalamico, y puede
modificar la sintesis de la hormona liberadora de la
hormona luteinizante o GnRH, que ejerce una influencia
directa sobre la adenohipifisis, en la secrecién de la
hormona luteinizante o LH, de la gque depende
directamente la actividad trofica de las células de
Leydlg y 1la liberacién de los espermatozoides del
citoplasma de las células de Sertoli, 1o que explicaria
las modificaciones que produce en la morfologia y
posiblemente en la figiologia de las células de Leydig e
indirectamente en las de Sertoli y en las del epitelio
germinal, ya que la misma GnRH induce 1a secrecidn de la
hormona foliculo estimulante o FSH, que estimula a las
células de Sertoll, a producir cuatro secreciones que
son: 1.~ La proteina fijadora de andrégenos, o ABP, 2,-
El factor estimulante de las células de Leydig o LCSF,
3.~ Los esteroides y 4.- La inhibina. (Bowery et al.,
1989; calvo et al., 1990 y 1991; Kirkness et al., 1989;
Schwartz et al., 1989; Tallman et al., 1987; Sieghart et
al,, 1989).

De éstas, la ABP y los esteroides estimulan la
espermatogénesis, La LCSF, asociada a pequeflas
cantidades de esteroides actuan como un factor
paracrino, sobre las células de Leydig, que se difunde
del interior de los tiibulos seminiferos, en el que se
encuentran las ceélulas de Sertoli, hacia el tejido
intersticial, en donde se localizan las células de
Leydig (Argiielles et al., 1975; Calvo et al., 1990 y
1991; Ewing et al., 1983; Janszen et al., 1976; Ritta et
al., 1989; wilkinson et al,, 1980; Williams et al.,
1981; Zirkim et al., 1987 y 1980).
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El aumento del 4&rea ocupada por las células de
Leydig, en los testiculos tratados, sin y con reposo,
podria relacionarse con el hecho de que la inhibina
tiene una accidn supresora sobre la produccién de GnRH
hipotaldmica y sobre las gonadotropinas hipofisiarias.
Por lo cual, el diazepam podria alterar el equilibrio de
las funciones eje hipotdlamo-hipdéfisis-testiculo, e
inducir el aumento de la cantidad de las células de
Leydig, y probablemente de las inclusiones lipidicas de
testosterona (Arglielles et al.,, 1975; Calvo et al.,
1990 y 1991; Ewing et al., 1983; Janszen et al., 1976;
Ritta et al., 1989; Wilkinson et al., 1980; Williams et
al., 1981; Zirkim et al., 1987 y 1980).

Otra explicacion para el incremento del drea
ocupada por lasz células de Leydig, seria por el efecto
del diaszepam sobre los receptores bensodiasepinicos
pariféricos (RBZDP) que intervienen en la proliferacion
celular (Wang et al., 1984; Matthew et al., 1981).

Se ha demostrado que el metabolismo del calcio se
altera por la accién de las benzodiaszepinas, y en
particular, por la del diasepam, al actuar sobre los
RBZDP-GABA-B localisados en los canales de calcio y de
potasio, integrados a la membrana externa de las
mitocondrias, las cuales como respuesta a la accion del
diagepam, liberan calcio intracelular en mayor
proporcion. Como el calcio es uno de los principales
segundod mensajeros, es probable que su liberacidn
altere otros procesos del metabolismo hormonal,
dependientes del calcio, como es la secrecion de LH, que
al ser alterada podria tener repercusiones
fisiolégicas, como el aumento de la produccién de
testosterona en las célulags de Leydig, que por esta
razoén son mds voluminosas y presentan un incremento
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en la presencia de.inclusiones lipidicas (Anholt et al.,
1986; Anholt, 1986; Argilelles et al., 1975; Bowery et
al., 1989; Calvo et al., 1990y 1991; Doble et al., 1985 y
1987; Ewing et al,, 1983; Gijon et al., 1988; Janszen et
al., 1976; Kirkness et al,, 1989; Rampe et al., 1986;
Schwartz et al., 1989; Schoefield et al., 1987;
Sieghart et al,, 1989; Tallman et al., 1989; Williams et
al., 1981; Zirkin et al.,1980 y 1987 ).

Referente al aumento en la proporcién de
inclusiones 1lipidicas de testosterona, existen
estudios realizados aplicando diazepam "in vivo", que
confirman 1a elevacién de 1os niveles sanguineos de ésta
hormona, ( Arthaud et al., 1981; Argielles et al., 1975;
Calvo et al., 1990y 1991; Means et al., 1982; Wilkinson
et al,, 1980) al igual que es incrementada por 1la
exposicion al farmaco, -"in vitro" (Calvo et al., 1990 y
1991; Ritta et al., 1989; wWilkinson et al., 1980).

El aspecto y el volumen mayor de las inclusiones
lipidicas, en las células de Leydig, se podrian deber a
la accion del diazepam sobre el RBZDC-GABA-A, en el
cual, se encuentra un sitio receptor a pregnenolona,
precursor de la testosterona (Kirkness et al., 1989;
Schwartz et al., 1989; Tallman et al., 1987; Sieghart et
al., 1989).

Otra posible explicacidn para el aspecto del
citoplasma de las células de Leydig, es la acumulacidn
de colesterol, debida a una produccidn insuficiente de
ABP, cuya funcién es transportarlo al interior de la
mitocondria, en donde se une a la aromatasa del
citocromo p-450. Por otro lado, el diazepam ejerce su
accién sobre el metabolismo de los fosfolipidos de las
membranas celulares, y silendo una molécula
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lipofilica,es probable que al favorecer el transporte
del colesterol mitocondrial, podria modificar el
metabolismo de la testosterona y facilitar los efectos
toxlicos del farmaco (Barnea et al,, 1989; Besman et al.,
1989; Ewing et al., 1979 y 1983: Gavish et al,, 1986;
Hirata et al., 1978 y 1979; Hutnaniemi et al., 1982;
Mukhim et al., 1989; Schwaiger et al,, 1983;
Sttrittmatter et al., 1979; Verhoeven et al., 1992).

En ratones adultos tratados, con reposo, Se
encontraron alteraciones en las células de Sertoli,
como un Iincremento de la amplitud de los espacios
intercelulares. La microscopia electrdnica reveld
modificaciones en el reticulo endopldsmico liso y
rugoso, asi como en el aparato de Golgi, en 1los
lisosomas y en las mitocondrias (Gazca et al,, 1994:
Ramos et al., 1993).

Los datos descritos, apoyan la posibilidad de que
el diazepam altere la ultraestructura de las células de
Seitoli, lo que a su vez podria traer como consecuencia,
que el ABP no se produszca en cantidad adecuada, o no sea
eficiente para unirse a la testosterona. En ambos casos,
el diazepam podria inducir un aumento de la secrecién de
testosterona, similar al que han comprobado otros
autores (Argilelles et al,, 1975, Calvo et al., 1991;
Ewing et al,, 1979, 1983; Ritta et al., 1987 y 1989;
Verhoeven, 1992; Wilkinson et al., 1980).

Por otra parte, la accion del fdrmaco sobre las
célulags de Sertoli, podria modificar la secrecion de
inhibina, por lo cual, si esta seflal supresora de la
secrecion de gonadotropinas hipofisiarias y de la GnRH
se modifica, posiblemente influiria sobre el eje
hipotalamo-hipofisis-testiculo, De esta manera,
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podria alterarse la secrecion de LH, que actua en las
células de Leydig, para la produccién de testosterona,
de los animales tratados. Exlste la posibilidad de que
el factor paracrino que estimula a las células de Leydig
o LCSF, no se secretara, de manera normal, que en las
células de Sertoli, de animales tratados (Ewing et al.,
1979 y 1983; Verhoeven, 1992; Williams et al.,
1981).

Por lo tanto la influencia del diazepam sobre las
células de Sertoli, posiblemente favoreceria las
alteraciones de lag células de Leydig (Ewing et al.,
1979 y 1983; Verhoeven, 1992; Williams et al 1981).

El1 aumento en el tamadlo citoplasmitico y nuclear, de
las células de Leydig, el incremento en el drea ocupada
por las células de Leydig y en el didmetro de los tibulos
seminjferos, asi como un decremento en el Area ocupada
por el epitelio germinal, son una evidencia mas de que el
diazepam modifica la morfologia de 1as células de Leydig
y la diferenciacién de 1las células germinales,
resultados que coinciden con la investigacion realizada
por Mata et al., (1993). Este autor reportd que en crias
de ratones expuestas al farmaco "in itero", en las que se
observo retardo en la espermatogenésis, alteraciones en
el epitelio germinal, y un aumento del Area ocupada por
las células de Leydig, con incluslones lipidicas (Mata
et al., 1993).

El hallazgo de la disminucidn del drea ocupada por
el epitelio germinal, coincide con lo reportado por
otras investigaciones realizadas en el testiculo, con
la aplicacidn de las benzodiazepinas, Sch-15698 y Sch-
32855 administradas a ratas y a perros, en los
cuales se presentaron alteraciones del epltelio
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germinal (Arthaud et al., 1981; Means et al,, 1982).
Asimismo el incremento del diametro de la luz de los
tobulos seminiferos, de los ratones tratados, se podria
relacionar con una menor drea ocupada por el epitelio
germinal, Lo anterior, coincide con los reportes de los
trabajos citados por Arthaud et al,, (1981), Means et
al.,, (1982) y Ramos-Avila et al., (1993).

El decremento en el 4rea ocupada por el
epitelio germinal puede relacionarse con las
alteraciones encontradas en las células de Sertold.
Estas células pudieran producir una cantidad
insuficiente de ABP, o alteraciones en su 8itio de unién
& la testosterona, lo que impediria la formacidén
adecuada del complejo ABP-testosterona, responsable de
la estimulacidén de la espermatogénesis. Como se ha
descrito, el espesor del epitelio germinal es menor en
los tubulos seminiferos de los animales tratados "in
utero” con diazepam y por los resultados de las
caracteristicas, de los tubulos seminiferos, de los
animales tratados, parecen confirmar que también el
diagepam modifica la espermatogénesis, ain que sea
posible definir si la accién e¢s directa o indirecta
(Arthaud et al., 1981; Ewing, 1979 y 1983; Mata et al.,
1993; Means et al., 1982; Ramos et al., 1993; Varhoeven,
1992; williams et al., 1981),

La secrecién de la LH y la de testosterona son
moduladas por el factor estimulante de las células de
Leydig (LCSF). Este factor podria desequilibrarse,
tanto por el dafio de éstas células, asf como el de las de
Leydig, que podria alterar la espermatogénesis. A su
vez, la hipoespermatogénesis puede estar relaclonada
por la modificacién del espesor de la lamina propia de
los tubulos seminiferos, como sucede en los ratones
adultos tratados, sin y con reposo, ya que el
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engrbsamiento de la lamina propia posiblemente afecta
la transferencia de los factores paracrinos de los
tubulos seminiferos, la fisiologia de las ceélulas
intersticiales y por lo tanto, la secrecion de
testosterona (Arthaud et al., 1981; Means et al., 1982:
Verhoeven, 1992).

Las alteraciones en el citoplasma de las células de
Leydig, de las germinales y de las de Sertoli, pueden
deberse a que el diazepam, tanto en cultivo de tejidos
como "in vivo" en ratones y ratas, provoca un aumento de
la cantidad de cisternas y vesiculas del complejo de
Golgi, distensién del reticulo endopldsmico rugoso,
Incremento de polirribosomas, mitocondrias, elementos
membranosos, cuerpos electrodensos y aparicién de
vacuolas y lisosomas rodeadas por abundantes granulos
de glucdgeno (Arthaud et al., 1981; Calvo et al., 1990y
1991; Mata et al,, 1993; Marquez-Orozco et al., 1980,
1983, 1984, 1985, 1987, 1988 y 1991; Means et al., 1982;
Ramos-Avila et al., 1993; Ritta et al., 1988 y 1989;
Stenchever et al., 1969; Wilkinson et al., 1980).

Existen estudios que sugieren, que el diazepam

' puede causar posibles alteraciones cromosomicas en los
animales tratados. Las modificaciones histoldgicas
observadas con naranja de acridina y estimulada con luz
ultravioleta, se pueden relacionar con otras evidencias
experimentales, donde el diazepam forma aductos en el
ADN, que podrian producir un efecto mutagénico de largo
plazo, transmisibles a las crias. En investigaciones
preliminares de Granillo-Nuflez et al., analizar si el
diazepam tiene efectos  mutagénicos, contando
micronucleos en reticulocitos de sangre periférica de
ratones macho tratados (Granillo-Nuiez et al., 1989), y
de hembras y de fetos expuestos al fdarmaco (Granillo-
Nuflez et al., 1991), se observd que éstos incrementaron

con respecto a los de los controles.
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Las probables alteraciones nucleicas de largo
plazo, son mencionadas en un trabajo inédito realizado
por Marquez et al., en el testiculo de ratones sometidos
al mismo tratamiento. Mediante métodos bioquimicos, se
comprobé que en éste tejido habia un aumento
significativo de la cantidad de RNA y una disminucién en
la sintesis de proteinas, lo que coincide con lo
obgervado en las preparacliones histolégicas teAldas
con naranja de acridina y estimulada con luz
ultravioleta. '

Las predicciones tedricas obtenidas por el sistema
de "Silicon graphics®, del Instituto de Quimica, de la
U. N. A. M., apoyan la hipétesis, de que debido a su
estructura molecular, el diazepam, podria interferir en
la sintesis de proteinas, al inhibir la aminoacil-
sintetasa.

Los trabajos anteriores aportan evidencias de que
el diazepam es capazx de interaccionar y alterar las
moléculas de DNA, lo que también coincide con 1los
trabajos de Stenchever et al. (1969 y 1981), realiszados
"in vivo" e "in vitro", que permitird explicar la
pergsistencia de las alteraciones nueve semanas después
de haber concluido el tratamiento, ya que éste periodo
seria suficliente para que, de ser temporal el daflo,
hubiera desaparecido. Por otra parte, existen
evidencias de Qque, el diazepam tiene efectos
genotdéxicos, porque en las crias descendientes de los
machos tratados para la reallzacion de éste estudio, gse
demostraron diferencias estadisticamente
gignificativas en el desempefio de pruebas conductuales,
como en la prevencién pasiva y actividad locomotora, que
pueden explicarse por alteracion del genoma paterno
(Stenchever et al., 1969 y 1981; Ramos-Avila et al.,
1993) (Ramos-Avila et al., 1989).
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El diazepam administrado a ratones, por via
subcutdnea, en dosis unicas diarias de 2.7 mg/kg/de peso
corporal, durante 60 dias discontinuos/5 dias a la
semana, de los animales con y sin reposo, produjo en el
testiculo, los siguientes cambios:

l.~ Se observé en las células de Leydig un
incremento en el didmetro nuclear, y en la talla y en el
4rea ocupada, de los ratones del grupo DZ, con respecto a
los grupos de control (control salino y control no
tratado). Mediante ANOVA y las pruebas de Dunn y de
Student-Newman-Keuls, se demostré en los tres casos,
las diferencias estadisticamente significativas y
mayores en los grupos DZ (p £ 0.05).

2.~ Se observo en las células de Leydig, del grupo
DZ, el citoplasma tenia abundantes vacuolas, gruesas y
numerosas inclusiones lipidicas, que le daban un
aspecto de encaje.

3.~ Enel tejido intersticial y en el localisado en
el interior de los tibulos seminiferos, se observd un
aumento en 1la anpntud del espacio intercelular, en
comparacién con el de los controles.

4.~ La lamina propia y la membrana limitante de los
tubulos seminiferos estaban engrosadas, en los ratones
Dz.

5.~ En general, el tejido testicular de 1los
ratones de l1os dos grupos DZ, tenian una mayor afinidad
tintoreal, tanto por los colorantes nucleares, como por
los citopldsmicos.
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6.- De los datos obtenidos por digitalizacioén de

las imdgenes, del area ocupada por el epitelio germmal

por drea testicular, analizados por la prueba de

Student-Newman-Keuls, se comprobé que el diazepam,

produjé una disminucidén estadisticamente

significativa, del drea ocupada por el aepitelio
germinal de los tubulos seminiferos (p & 0,05).

7.~ Por el mismo sistema de digitalizacién y el
andlisis por ANOVA y Dunn se comprobé que el didmetro
de los tubulos seminiferos, de los ratones de los
grupos D2, eran mayores que 108 controles (p <&
0.05),

8.~ Probablemente, las al teraciones observadas en
la morfologia de 1las células de Leydig, estdn
relacionadas con camblos fisioldgicos.

9.- Al no encontrar diferencias en la morfologia
del tejido testicular, de los ratones sacrificados al
término del tratamiento, con respecto a los
sacrificados después de un periodo de reposo, en el que
se pudo normalizar su estructura, se sugiere que las
alteraciones producidas por el diazepam pueden ser
permanentes.
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