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fde'is:dIAS d g Styc 6

. Para‘lo ‘cualise

‘‘al azar . en'tres

grupos, de los cuales: con dosis unicas::

- diarias de diazepam ﬂdéézf g/kg-de peso corporal, administradas™

por via subcutdnea del sexﬁé. al decimoséptimo dia de la
gestaciédn, el segundo grupo réqibié por la misma via solucidén
salina al 0.9%, en volumenes equivalentes a los aplicados con
el farmaco (16 wul) y el tercero no fue tratado. Al dia
dieciocho, las hembras de todos los grupos fueron sacrificadas en

una atmésfera de CO, para extraer los cerebelos fetales que se




'Los:}resuitadosu

~>§dhinistfa ‘durante lav gestac16

“;corteza cerebelar, probablemente

,”por alterac10n en” la- sintes1s de m1oslna

‘”§n¥ 1§1, formac1én del 01toesqu leto indispensable ..para . la.

m1grac1én de : las células g11ales y neuroepitellales, va que el

,d1azepam actua sobre este t:po de células mediante los receptores

benzodlazepiglcos, asocladgs a~lo fdeL GABA.'

“Eactina'qué pdftiéiﬁéh'fif



II. ANTECEDENTES‘ DE LOS COMPUESTOS BENZODIAZEPINICOS.

benzod1azep1nas ...son un ,grupo,

fdrmula, quim1ca ge caracteriz

‘—behzodi

-1medazepam t1enen‘

on ant1convulsavantes a, :

7 CLORO 1,3 DIHIDRO-1-METT H-1, 4—BENZODIAZEPIN— ~oNA



iazepam se ha utilizado:con éxl o:

;.durante el “en  amenazas de aborto, en casos de

';fcontracc10n prematu” délfﬁtero. placenta previa, preééi

Y eclamps:a (2) debldo”a que actua sobre el miometrio:’ Y. 1

musculos pélvicos, regulando sus ' contracciones con ff”_
disminuye la  duracién del trabajo de parto. al abéief&r v

facilitar de

del mismo y

la_reiBjECién los musculos pélv1cos

diazepam -

respect1 gblé en una mezcla

y, 5% de benzoato de

'El clorodiazepéxido es

¢ Jntramuscular y en algunos casos por via endovenosa.

‘ f Lé’, efectos colaterales que produce la administracidén de
: a@??ﬁ??W{,,:,SQU, depresién del sistema nervioso central
(S.N.C.). sedacién, somnolencia, confusién, apatia, relajacién.
debilidad muscular, incoordinacién motriz, visién borrosa,
vértigo y ataxia (5). Su uso frecuente puede producir efectos
contrarios, ocasionando dependencia psicolégica y fisioldgica
caracterizadas por depresién, agitacién, pérdida del apetito e

incluso convulsiones.



" por desmet:
. oxazepam.

 glucourdnic

" respectivamente (6).

Van Der Kleijn .y col. en 1969 (7), observaron que cada
regién del cerebro de fatohés gestantes, presentaban un patron de
distribucién especifico después de 1la administracién oral de
diazepam marcado con carbono 14, a dosis de 30 mg/kg de peso
corporal (200 uCi) o bien, 15 mg/kg de peso corporal (200 uCi)

aplicados por via endovenosa. En la sustancia gris de la corteza




‘cerebral de .los nucleos medulares
”}’encontraron un aumento progreéivdjd,
'su méximo entre la primera y la segund

en la sustancia blanca, especialmente’ de

mesencéfalo, la médula espinal 'y 'elvcé;ebéIo,‘
minutos después de la administracién érai.‘ Otfos “tejidéé?qué ,,n
presentaron altas concentragiones a 1los 14 sgegundos de - la
aplicacién por via endovenosa, fueron el masculo esquelético vy

las paredes de los vasos sanguineos mientras que 6 horas después,

los niveles disminuyeron.

En las paredes mucosas del estdmago se detectd en el primer
minuto y a los 9 minutos en el contenido estomacal, 1o cual
provocé que a los 30 minutos se detectara abundante
radiocactividad en el intestino delgado, el célon y el recto.

En los o0jos. la radiocactividad se registré durante varias
horas en la coroides y las glédndulas lacrimales, lo que a la vez
determiné la presencia de diazepam marcado en las cavidades
nasales.

En los ovarios, el cuerpo luteo mostré gran cantidad de
material marcado, ain después de 6 horas de la administracidén
intravenosa del farmaco.

En los pulmones fue mayor que en la sangre y comparable con
la registrada en el miusculo esquelético, de origen esplgcnico Y
en el pancreas.

En los nédulos linfdticos y el timo, la acumulacidén fue
lenta, mientras que en los foliculos pilosos de la piel, se

detectéd a los cinco minutos.



rapzdez, se depo it

cérebelo, 1a médul

el hombre (9) Y en

contrar1o, en fratonés y en hamsters las

concentrac1ones de d1azepam son mayores en el plasma materno que

‘en ei“ fetal (10). En la vena del cordén umbilical también



'e} grupo control const1tu

'en21mat1ca es del 30% (10)

eirgdiqactividad;dé‘diézepam;,'

g/kg,»ioruCi),‘ de sus metabolltos_»»

(deéﬁétiiﬁlh?epah-y oxazepam) y de sus compuestos glucour6n1dos,
en ei éerébro'materno y el de fetos " recién nacidos., no se
7ﬁiéﬁé6htf$r6n' diferencias significativas. - En- el neonato - de esta ..
Védad las concentraciones mas altas se registraron en los
coliculeos y fueron de 4.2 pmolas de diazepam y sus metébolitos en
100 mg de tejido, mientras que en el cerebelo no fueron
detectados. En el dia 10 neonatal los niveles de radiocactividad

en el cerebro fueron iguales a los encontrados en el dia O;



.en..:cambio, - en - el cerebelo
diazepam, = N—desmetildiazepam,~y ox

que son equivalentes a las ‘registr

En los demds tejidos fetales ﬁoi
Aproximadamente la mitad deulajactivi&qd
el cerebro materno y en ei pe6hdtéi se encontré en lé”fraécién

correspondiente a los glﬁ"ﬁiéhidos, solamente el 24% en la de

diazepam y 25%. eﬁ Léf déJINFdesmetildiazepam. El o*azepam se

detects en el de los fetos de 10 dfas. Los compuestos

qqrbono 14 fueron el N-desmetildiazepam

con ‘mayor acti
laffraécién_ de los glucourdénidos, el 19% en

"‘en la de oxazepam (6). Por lo tanto en las

crias. de’ aproximadamente el 70% del carbono 14 se

encontré n5ld§ tfés“:E$mpuestos farmacolégicamente activos lo
que eé significativaménté mayor que el 50% que se detectd en el
cerebro de los neonatos. En las crias de 20 dfas de edad ya no se
detectd radiocactividad en el cerebro ni en los demds tejidos
estudiados: higado, rifién, pulmén, corazén, ovarios, uatero,
musculo y plasma (6,11).

En niffos recién nacidos de mujeres a las cuales se les
administraron 10 mg del fdrmaco, por via intramuscular o
endovenosa., 24 horas antes del trabajo de parto, se encontré que
la vida media de la droga en el neonato fue de 31.0 * 2.2 horas.
No se detecté el oxazepam y la actividad de hidroxilacidén fue

limitada (9).

En fetos muertos "“in utero" a las 31 semanas de edad




N~desmet11diazepam (NDZ) en fetos humanos de: 31
después de la administracién. crénlca :de: DZ
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-~ Por

metabolitos activos,

que estos

‘otra parte se 'ha demostrado que el diazép&m',y sué"

pasan de la sangre a la leche matefna por,}o”

compuestos han sido encontrados y medidos en las crias

de ratazs amamantadas por madres,

de 10mg/k
gestacidén
- .Desde

que recibieron dosis -de-diazepam

g de peso corporal del cuarto al vigésimo

(8).

1969, en 1lo8 recién nacidos de mujeres

dia de la

que fueron

tratadas durante el trabajo de parto con dosis iniciales.de 20 mg

de diazepam o0 menos,

intravenosa, se observé la presencia

relaciond

de hipotonia,

de acuerdo con el grado de sedacidén por via

lo cual se

con el Apgar registrado en el primero y cinco minutos

10



ﬁéﬁ;o}égica: Y.

conéisti

nacimiento (3)

Owens (14) registré un descenso en

corporal (abdominal y - axilar) —en ﬁiﬁos

provenientes de madres tratadas con diaZépam durant‘vl,

de parto. En el registro de la temperatura rectérfse4én80n€?§ron'
diferencias significativas con respecto al grupO'céﬁtfol durante
las primeras  tres horas posteriores al nacimiento. Las
'temperaturas registradas Vdespués V&éi parto en las
regiones abdominal y axilar fueron significativamente menores:
(p < 0.001) a la primera hora y (p < 0.005) a las dos horas para
la regién abdominal; para la axilar a la primera hora (p < 0.01)
y a las dos horas (p < 0.005). La diferencia de temperatura
entre las dos regiones es de 0.3 *C y con respecto al grupo
control de 1 C.

11




En necnatos de ’madéea‘éue,,récibieron =20~ mg del"fa

durante el trabajo de parto, se observs ‘una‘,

significativa de la frecuencia del ritmo cardiaco, de-la cual ‘se

recuperaron 65 minutos después (15).

Los hijos de mu3eres con eclamps1a Y preeclamps:a que fueron

tratadas con dosis de diazepam entre 1;5 y 14 7 mg/kg de pesd

corporal, de acuerdo con la padec1m1ento,

presentaron depresidén resp1rator1a yi neurolég;ca.v h1potonia 0%
ausencia de reflejos simples, la're :stds:hi66§Vfue

desde 3 a 4 horas hasta 7 a 10 dias.(




| IV.MECANISMO DE ACCION.
Mediante la administi?aeio

en ratas, se ha podido cuﬁnﬁ}f ca

las diferentes fases de‘miér cion

células que constituiran e1>:c‘fe5ro.'asi como el desarrollo. de

receptores benzodiazepinicdé, ya'  que el estado de maduracién-gel

cerebro durante el Gltimo “periodo de la gestacién huﬁaﬁ;{f
comparable al de la rata eﬁ la primera semana postnatal (175.~£:f

Por otra parte, el cerebro de ratas recién nacidas; es
equiparable bioquimiéamente con el de fetos humanos de 20 seménhsr -
de gestacion, asi  como Ltambién, los niveles plasmdticos dé_rfx

diazepam encontrados en ratas preffadas gestantes, a las que - se

les aplicaron dosis de 2.5 mg/kg de peso corporal, fué;qn
similares a los niveles plasmaticos de diazepam y sus metabolitos
detectados en mujeres, a las que se les administraron 10 a 30 mg
del fdarmaco durante el trabajo de parto. (18).

También se sabe, que 1las benzodiazepinas acttan en el
cerebro a través de sitios especificos de reconocimiento de la
droga, las cuales forman parte del complejo oligomérico de los
canales de calcio localizados en la membrana plasmdtica neuronal.
constituidos por cuatro sitios de reconocimiento que son el de la
progesterona, el de los estrégenos, el de las benzodiazepinas y
el del 4&cido T-aminobutirico (GABA) que esS un neurotrasmisor
inhibitorio del gistema nervioso central. La asociacién de los

dos ultimos explica porqué el diazepam (valium), facilita la

13



~‘en"dichos canales, |

loro y,uhafrespuesta ihhibiﬁdfi&:de,1as‘bé1p1§s”t§ceptofas

‘pas,,behéddiazepinas también  acttan mediante recepforesfde

'tibp \befiféfico, detectados en una gran variedad de tipos'dé:}f

células’ - como las renales, las cardiacas, las cebadas, ‘los

.linfocitos, las pulmonares, las hepdticas y en las plaquetas (19;

20), en donde el sitio de unién de las benzodiazepinas no esta

ligado al receptor de GABA, sino a mitocondrias, por lo que jpeg§,'”

un papel importante en la regulacién del metabolismo celular(i?)éj
El diazepam y otra benzodiazepina denominada temazepam se unen:
tanto a receptores de tipo periférico como central (19).

o Los receptores de benzodiazepinas y el de GABAjhan sido-
identificados en el cerebro de ratas al empezar la tercera semana
de gestacién en- la corteza cerebral, el hipotdlamo, el cuerpo
estriado, el hipocampo, la médula espinal ¥y en particular en el
cerebelo (20) asi como en el cerebro de fetos humanos de doce
semanas de gestacién (17), lo que le confiere al diazepam la
caracteristica de ejercer un efecto ansiolitico en las ratas
recién nacidas y la capacidad de incrementar el transporte méximo
de iones cloro en preparaciones de cerebro Integro de ratas de 21
dias de gestacidén y en las de corteza cerebral de ratas de 7 dias
de vida postnatal, colocados en un sustrato con GABA, en cambio,
se ha observado que en ausencia de este inhibidor dicho fdarmaco

no tiene ningun efecto (21).

14



' Experimentos 'anaiogos,

tritiado demostraron que 1o

presentes en el cere

fue la edad mas temprqna qu
fue .de un 5.2%
solamente de "

Al

dentraciég”fmaxima de

receptqrgs fu, de

spondié ‘a la registrad

.-receptores encontrada . -en etapa

jarta Semana de edad (2223

- ,Eh'ratés tréfadéé’ cdnfﬁdsis.diarias de diazepam'derz.s

mg/kg/dia del declmotercero al v1gés1mo dia de gestac1on

detectaron alteraciones’ e un16n de benzodlazeplnas a

de las recién nacidas ij ie:1las. adultas jovenes, m1entras
los animales de ~un i ',ios que se les ,agm ni tr&rqn_;‘
prenatalmente dosis zepam de 5 mg/kg/dia duraﬁt : k
semana de la gestac16n se encontrdé una reduc016n 51gn1f1cat1va
en el numgr ores ‘benzodiazepinicos’ 'comparado conlos

valores contr"fvtanto en el cerebro anterior como en el cerebelo

(24).

En ratas que recibieron dosis de diazepam de 20 mg/kg/dia,
en etapas tempranas o tardfas de la gestacién, la densidad de
receptores benzodiazepinicos se incrementé en su corteza cerebral

del primero al vigésimo primer dia postnatal. En las ratas

15




- tratadas:al

dias de edad.>yq

-desarrollo” en la se_exponen  .los. animales.a

modifica el  pe

‘maduracién.  de

uniones de flunitrazepam radiocactivo; enlél_fhipbcampé‘Td
ratas de 60 dfas neonatales hubo una reduccién del - 14% y'éh:IA"‘ 
misma drea se registré un aumento del: 18% a los 90 'dias. En
cuanto a la exposicién perinatal, el diazepam no provocd cambios

en la unién de flunitrazepam en. Ql hipocampo de 1las crias
jOVénes, mientras que en el cerebelo de 1las ratas de 28 dias de
edad (tratamiento postnatal) hubo un decremento en la unién de
flunitrazepam del 20%.

La deteccién de receptores benzodiazepinicos mediante la
unioén especifica del flunitrazepam tritiado, se realizé en el
higado, la placenta y el cerebro de fetos humanos de 12, 13 y 15
semanas de gestacidén, obtenidos de mujeres que no habfan-recibido
ningun tratamiento de diazepam durante el embarazo. Los tejidos

eitraidos de los fetos fueron homogenados y se midié en tres

16



. fetos .

Semanas, 2.0 nM a las trece y 1.8
m&xima ~ (Bmdx) = de - 2.3, 3.

respectivamente. Para la’.

constante de disociacién 'y Ia Bmax fueron menores ’ que lai

registrada para el cerebro (25).

Candy et al, en 1978'(26). mencionan que Altman determind
que la edad en la cual los receptores benzodiazepinicos alcanzan
los valores adultos en la corteza cerebral y el cerebelo, estd
relacionada con la maduracién de las células de Purkinje, la
capa molecular y la densidad de neurotrasmisores GABA que son
escasos al nacimiento. En particular las c¢élulas de Purkinje en
el recién nacido son los elementos celulares mas numerosos,
algunos contactos sindpticos se establecen en el soma de las
células, en donde se localizan los receptores de
benzodiazepinas, que en caso de alterarse en los estadiosg
criticos del desarrollo del cerebelo, le producirian trastornos

considerables.

17



V. TERATOGENESIS
A) ALTERACIONES ANATOMICAS

Ehiéuanﬁb'

los efectos teratogénicos del diazepam, Miller

et al (27),‘encontraron que log ratones tratados con dosis dé-SO.

a 500 mg/kg son mas suceptibles al farmaco del décimoprimero‘él
déc1moqu1nto dia de la gestacién, produciendo en este tiehpéw

1051f1cac16n incompleta que los autores atribuyen ‘mas ‘a’u

retardo en el - crecimiento gue a una accién teratogénica real,

ya
qrb “la condrlflcac16n en el ratén comienza en el dfa 11 déf
gestacion, la osificacidén al dia 14 y se prolonga hasta 31,16. 
por lo gque el sistema esquelético durante este periodo presébt;vlf
uha mayor probabilidad a ser alterado.

La dosis oral de 500 mg/kg de diazepam administrada a
ratones durante tres dias consecutivos de la gestacién: 8, 9 y 10
a 11, 12 y 13 provocaron que el 50% de 1los fetos tuvieran
diferentes grados de aletargamiento. Utilizando la misma dosis,
el dia 8 o el 9 murieron 6 fetos de 53 y 6 de 57 respectivamente,
siendo el numero de embriones reabsorbidos significativamente
mayor cuando ingirieron la droga durante un solo dia, entre el
décimosegundo y el décimo quinto dfia de 1la gestacién, sin
embargo, la dosis de 400 mg/kg no produjo reabsorciones cuando
se administrd por el mismo periodo y via, pero ambas dosis
causaron inmovilizacisén de las crias recién nacidas y abstinencia
a ingerir agua Yy alimento por un periodo de 36 horas,

normal izandose después de 26 horas.

18



13,714 6"

esqueléticas como 1a;fa z © i6n -de las

esternebras, osif&cacién:lnéompléﬁa; de sjdeﬁios dedos

de los miembros escapulares vy aﬁomglia déifiéacién de 1la

parte central de las vértebras cerYidglés

Estudios realizados en hamsters~§or Tarlok et'al, en 1981

(28), revelaron que también - en- eSﬁeF‘tipo"de"animaléS”ise"'"

produjeron malformaciones, sélo que la dbsis que las causaron fue
de 280 mg/kg de peso corporal, administradas del octavo al
décimosegundo dfa de la gestacién. De un total de 222 fetos, 15

presentaron malformaciones, 1o que representa el 6.8% y hubo un

5.9% de fetos reabsorbidos ‘principales problemas que se

detectaron fueron anghcg alia, ' criniosquisis y paladar

hendido. Segﬁnﬂﬂlosvz'”"' ~-@ltima anomalia es el mayor



pfobiema reportado en los hijos»dé mujeres gestantes 'traﬁndusfs

con diazepam, durante los estadios criticos del desarrollo.

B) ALTERACIONES HISTOLOGICAS. ;
En los ultimos afios  los estudios ;eréﬁdlséicdg f;
toxicoloégicos acerca - del diazepam, sSe han encgmin;&;‘ ﬁyia
observacién minuciosa de cada uno de los d6rganos fetalés.'pdf lo
cﬁal hé.§ido necesario el estudio microscépico derlos diferentes
7teiid§st~ 77 i 7 7
’ Mdrquez—-Orozco et al, han dgmostrado que el diazepam a dosis
de 2.7 mg/kg de peso corporal administrado por via subcutdnea a
partir del sexto dfa de gestacién, proVoéa iaiteraciones
histolégicas en la placenta, la retina, el cofazén, los rifiones,
los pulmones, el - higado, el mesencéfalo, la corteza cerebral., el
cerebelo, el estémago, el intestino, el pancreas y la tibia.

En ratones tratados con dosis de diazepam de 2.7 mg/kg de
peso corporal durante doce dias a partir del sgexto dia de
gestacion y sacrificados 180 difas después del nacimiento, se
observé que el cerebelo presentaba un retardo en la migracién
neuronal, lo cual fue evidente por la acumulacién de neuroblastos
en la granulosa externa y en la molecular. El numero de
neuroblastos en la granulosa externa, fue de 23.35 % 1.38 y
para el grupo control fue de 12.73 + 1.52, por el contrario, la

densidad neuronal en la granulosa interna de 1los animales

20




puede estar _relac;onad

;lgxcolteza cerebral, los nucleos de las neuronas de. la capa II:.‘

Y'jIII,fefan mas pequefios, la cromatina estaba eh'

esarrollo

atipicamente distribufda. Los haces de fibras y el
del neuropilo fueron escasos, mientras que el nﬁmero

por campo (27.3 % 1 2)’ se. 1ncrement6 con :respecto al de los

animales testlgo (21. 4.x1.2

En la capa v, 1los ulas piramidales fueron de

menor tamaﬂo» 'épas anteriores, el numero

i rubb'traﬁado (diazepam 2.4

de nucleos por cam] ¢
+*0.7; test1 » : ﬁeurohas piramidales presentaron
dendritas ba;ale japicqlga mAi orientadas Yy con pocas espinas
(305' : ’..”. L

La adhinistfééioﬂ de diazepam en la misma dosis provocaron
alteracionés en la” retina de fetos de ratén expuestos "in utero’
al fdrmaco del sexto al decimoséptimo dia de la gestacién. Los
principales cambios observados al microscopio electrénico fueron
un aumento del numero de mitocondrias y polirribosomas de los
fotorreceptores en desarrollo, la heterocromatina se encontrd
atipicamente distribufda y dispersa en el nucleo, el reticulo

endopldasmico rugoso estaba desorganizado, existfa una acumulacién

anormal de grdnulos de glucégeno en las células pigmentarias las

21
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h'fgf&ﬁdaé~§hch6}ds 
ié;jiééi&ias ”de'1as capas ‘d§:1§fbrgt;n pre
mfﬁogopqrigs, pélirribosomas yr§§§f§§§ &é:G§1§j'(3

“Las observaciones ultraesﬁfﬁ?fﬁfﬁles'de“b¢r z6n
ratéh. expuestos del sexto al decimoséptiﬁo:diajae
doéis diarias de diazepam de 2.7 mg/kg ‘dé}5§é§6  corpdrai;3}
mostraron alteraciones en las células dél. miécsrdioixjenjlas
cuales la heterocromatina se encontraba eh acimulos y dispersa en
el ‘nucleo. En el citoplasma, el reticulo endopiasmico rugoso
tenia vacuolas gigantescas con material electrodenso rodeado por
glucégeno. Los mioblastos presentaron miofibrillas
desorganizadas, las cuales estaban acortadas y con las bandas Z
mal desarrolladas (32).

En - el epitelio del 4&rbol brbnquial del pulmén fetal, se

observé un aumento en su espesor, los alveolos no se distendieron
normalmente y habfa menor cantidad der gecreciones. La capa
muscular que rodea al epitelio efa_ﬁuy délgada y se confundia con
el tejido del estroma pulmonar, el cual presentaba fibroblastos
con nucleos voluminosos vy la crométina en grumos distribuidos en
la periferia.
La luz de los bronquios principales estaba reducida y las células
epiteliales eran mas altas que las del grupo testigo. En los
bronquios de menor calibre, éstas se encontraban disminuidas en
egpesor hasta que en los bronquiolos el tejido epitelial era
cilindrico simple, con nicleos alargados, distribuidos
irregularmente y el citoplasma con granulaciones bagéfilas y
algunas vacuolas.
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La luz de" 105 con eolares estaba muy redubidé: y;ldsf“

bordes 1nternos de

tenfan forma c:Linerc en lugar de cuboide con nlGcleos ovalados

Y esféricos y la‘crom na con grumos gruesos (33).

élulas se tocaban entre si, las cualest_r

La estructura mzcroscéplca de la placenta de ratones de l& o

cepa CD-1, que rec1b1e”on d031s unicas diarias de diazepam de 2. 7 

mg/kg de peso . g porayyja intraperitoneal,  del sexto a1 BN

decimoséptimo’ dﬁ 'ﬁaéiéh,"mostraron que los espaci

intervellosos  estaban

profusos. - E;if;'

barrera - placentaria;

apariencia diferénﬁéirfk éi‘grupo teétigo' Sus nucleos' AN
mas grandes y la éroﬁatinab ‘presentaba un aspecto d:ferente
heterocromatina se encontré atipicamente d15tr1bu1da~‘ en: la"
cariolinfa, asi -también, los grdnulos intercromatinicoé;;fueron
menos abundantes y las células gigantes presentaron citépiasma
vacuolizado, nacleos grandes con grdanulos cromatinicos burdos
dispersos en la cariolinfa, por el contrario, las células
gigantes del grupo testigo, tenian vacuolas pequefias y en menor
cantidad distribuidas en el citoplasma y en los niucleos habia
grdnulos intercromatinianos de aspecto normal, esparcidos entre
la cariolinfa (34).

En 1los ovarios de crifas de ratén de 63 dilas, provenientes
de madres expuestas a dosis udnicas diarias de diazepam, de 2.7
mg/kg de peso corporal, del dia sexto al décimoséptimo de

la gestacidén, se encontré una distribucién atipica de 1la
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‘heterocromatina en el foliculares, las

luteinicas, las de la ‘£é¢a°y;‘h_ibé oVoéiiﬁé.‘Adémdé,,se observé
un mayor numero de folicuioérprimdridé y secundarios atrésicos.y
por lo tanto, una disminucién de los maduros. El porcentaje de
folfculos primarios encontrados en el grupo testigo, fue de un
35% mientras que para el grupo tratado, fue de un 44.19%.;Los_"
foliculos secundarios jévenes en el grupo testigo, fpé codesun:
7.50% vy para el experimental, de wun 13.95%. Para lds}féfiéﬁlég

secundarios maduros, el 40% correspondidé al:: g ﬁbo

mientras que en el experimental fue del 9

El numero de células del cuerpo.rluteo,ﬁfuefde

tratados y de 21 = -5.6 bar&~'1§s:§éé£i§§51 L
células lutefnicas en los -animaiééfexperimentéies”fue

11.8 y de 363 + 37.2 en los testigos. (35)

En los fetos de ratén de la cepa CD-1 expuéétos “ih‘ﬁtero"
a dogis de diazepam, de 2.7 mg/kg de peso corporal del sexto al
décimoquinto dfa, se observé un aumento de calcio por miligramo
de hueso craneal, que fue de 25.71 umoles/mg, en comparacioén,
con el testigo que hubo 20.53 umoles/mg, lo cual puede alterar
procesos celulares dependientes de calcio, comc son las
contracciones de los diferentes tipos de musculo o 1la
neurotransmisién.
En 1la tibia, el cartilago estaba hipertrofiado, presentaba
grandes nicleos en los condrocitos y los centros de
ogificacién de la didfisis eran mas grandes, los vasos

sanguineos se encontraron hipertrofiados, ademds, se observaba
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’ una dééQfganiéac%Q
Vbresénciﬁ de_'vgfath
una disminucjd“
intercelular,

cromatina“atipicam

En el rifién
0.17, = 0.67

decimosep

numero”

tenian

"bomﬁn la

tehian‘eﬁ

wcolectores.‘
vacuol1zado 'con aspecto edematzzado y‘
isminﬁida Las estructur&s renales presentaban
nucieos 7” nosos céhrla promatlna d1str1buida atipicamente
(38 39) i :

Los cambios ultraestructurales en el higado de fetos de
ratén, .. causados  por dosis- de diazepam de - 2.7°mg/Kg de peso
corporal, del sexto al décimoquinto dfa de 1la gestacidn,
provocaron un aumento de volumen de los hepatocitos, los cuales
presentaban nicleos grandes, la cromatina formaba acumules que se
adherian a la membrana nuclear. En el citoplasma, el reticulo

endopldsmico rugoso estaba distribuido irregularmente, habia

i



multlples',COhjunto

numerosas Eht”

Estudlos reallzad__,
incubados con o 51n d1azepam, observandosé j‘
animales testigo presentaron una morfolog
caracteristicas del estadio de desarrollo 8 ‘e incius d
80% de 1los embriones que crecieron en un medio que cbﬁﬁeﬁi

de diazepam de 400 wug/ml, mostraron retraso en el creéimié

idefectos en la diferenciacién del tubo neural, que consist eron
en que los pliegues neurales no tenian sefiales de contacto'ajlqu

i .1.‘.737."‘?

largo del neurocepitelio, siendo la regién mas afectada
mesencefdlica. En algunos embriohes, un lado del tubo neuraltx'
estaba mas dafiado que el otro y 1las células del epitelio
superficial presentaron signos de colapsamiento, sin embargo, el
desarrocllo de las somitas no se alterdé. Las observaciones en el
microscopio electrénico, revelaron que en embriones testigo, la .
superficie apical de las células neuroepiteliales estaba
sumamente plegada y tenian abundantes haces de microfilamentos,
en cambio, en los ' tratados, la superficie era casi 1lisa y los
haces de microfilamentos mas delgados y menos conspicuos.
Ademds, hubo un incremento en el grosor del neuroepitelio en
estos embriones, ya que fue de 200 um, en lugar de los 130 um que

tenia el de los testigos (41). -

26



dosis de diazepam, asi

‘las

incrementd conforﬁe se aumeﬁfo_‘lal
concentraciones dé IOT ug/ml ' “registraron 82‘ ruptufas 
cxomosémicas y con 20 ug/ml  se presentaron 111 de 500 metafases:
VSnélizadas para cada concentracién, lo cual corresponde al 16;4%:
y 22.2% respectivamente, mientras que para el grupo testigo fug‘
de 4.8%. Las alteraciones que se encontraron se localizaron en
las cromdtidas y en las. isocromdtidas (43). "
Los linfocitos humanos de 23 pacientes, cuyo tiempo de

exposicién a diazepam varié de dos semanas a treinta y seis
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- .meses, fuéroﬁ cultivados pér
Uno de 1los enfermos que redib
18 meses, registrs -un 'auﬁén!
cromosémicas del 15.3%. Dé‘aé
cromosomas con cromatidas rota
dafiadas por lo gque el t

después las alteraciones resﬁiféf"

metafases. Por otro lado, un paciente qu

un testigo, presentaron cromosomas tetrarr

~Se . sabe que las benzodiazepinas qu e

}hnioh"de”tipo “periférico inhiben la proliferaéién(céful&f?d

J@é;ﬁl s”jdel timo, del neuroblastoma y las eritroieucémicas,
A¢daif'fde estudiado mediante los andlisis de inhibicidn 'de:

Etimidina‘ tritiada de estos compuestos. En las células del timd‘

-.este efecto se produjo 8 horas después de la incubacién engloé‘l§'

fangos de concentracidén de 6 uM a 180 uM. Este retardo celular
puede llegar a producir alteraciones fisioldgicas (19).

Estudios realizados “in vitro' demostraron que el diazepam
tiene efectos en la miogénesis del musculo  espectoral: de
embriones de pollo de 12 dfas, que consistié en una inmediata vy
completa relajacidén de las fibras musculares, que se encontraban
atrofiadas y con una marcada reduccién de miosina pesada del B80%
dentro de las 24 a las 48 horas posteriofes a la aplicacidén de la
droga. Los efectos fueron reversibles cuando 1los cultivos

celulares estuvieron expuestos al fdrmaco como maximo 48 horas.
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normalizaron entre lo

'En las células trat

Las fibras musculares mayor a las 24’

horas no presentaban encqntré “que habia

flacidéz muscular, sin.: ?ézépam del medio

de cultivo, nuevamente: : : ontracciones y las

estriaciones fueron: vigibl al o

redujo la acumulacién:. del péptido en un

estado normal 2 6 3 dias mas tarde.’ " Las al;trQCidngé que

presentaron fueron 1la formacidén incomplefajde: los miotubulos vy
anormalidades en las contracciones o bien, lé bérdida de éstas.
(46) .

En los cultivos que crecieron por 5 dias con 10 uM de diazepam

“hubo:..inhibicién de la gintesis de miosina pesada, sin embargo,

tuvo un efecto menor sobre la sintesis de proteina total (47).

En fibroblastos de embrién de pollos cultivados con dosgis de
diazepam de 150 ug/ml se observé que los filamentos de actina
eran menos numerosos, desorganizados en su distribucién y en su
periodicidad, lo que sugiere que el farmaco inhibe la sintesis y

acumulacién de la miosina pesada, tanto en los cultivos de
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células musculares.

o~qhé prdbabiemente se

“deba a su_accién sobre ‘l iosina pesada, -

por resultado, la aiﬁefacib

la alteracién de 1a5'p§?i"

(48) .
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© VI.HISTOGENESIS DEL CEREBELO.

'7i§é$ijzﬁda' en  la 7
'mggeh&eﬁélo, que: al fﬁéibnars
~véfmiéi;vLos hemisfeffé
:deéarrollo crecen a hg?o‘
‘hacia - el IV vénfféc

diferencial

posterolateral la. .:prime en
fléculonodular, filogenéticament

hemisferios cerebelares .mas reciente

que las folias y los surcoé

adquieren caracteristicas’
definitivas.
Mientras estos cambios se llevan. -a cabo, se ‘inicia  la

histogénesis por modificacién de sus capas, que originalmente son
la ependimaria o germinal mas interna, la del manto que es en la
que estdn la mayor parte de 1los somas de las células
neuroepiteliales b la- marginal externa, constituida =~
principalmente por sus prolongaciones celulares, que formaﬁ~ia ’
membrana limitante externa y las mismas células hacia la éapa
germinal dan origen a la membrana limitante interna.

De la capa del manto se producen dos migraciones celulares.
la primera que forma la corteza superficial transitoria o capa

granulosa externa, en donde las células continuan dividiéndose vy
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permanecen en la parte 1nterna_ de
diferencfan “in situ"" en’ L@s: 
globosos y emboliformes. Cu§9d9
sitio definitivo, las de la:éfSnUIOS ind
integrarse a la granulosa ihﬁ Aféféﬁéian Aen

las células de Golgi yven:}gsgéé s granos, tamblén los:
neuroblastos formados rduragpgéla migracién originan laér
células en canasta, las esfreiiédas y las7de Lugaro, que en todos
los casos se localizan en la parte ihtéfné de la capa molecular.
A medida que los granos se sitian- en la posicién definitiva, sus
axones en T forman en la capa molecﬁlar las fibras paralelas. La
migracién de los. granos concluye postnatalmente y de esta manera
la corteza cerebelar queda constituida por una capa molecular
superficial, la de células de Purkinje y la granulosa interna.

Por lo tanto, en las capas de la corteza del cerebelo bien
desarrollado, se localizan en la molecular, las células en
canasta y las estrelladas, las dendritas de todos los tipos
celulares excepto la de los granos, cuyos axones, distribuidos
en la misma capa molecular forman las fibras paralelas que
establecen sinapsis con las dendritas de las células de Purkinje,
con las de Golgi, las células en canasta y las estrelladas, éstas

ultimas se unen a las dendritas de las células de Purkinje a las

que también 1llegan las fibras trepadoras, llamadas asi por su
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51m111tud con“na enredadera.

La capa de c¢élulas de Purkinje t1ene‘eno

de botella y un. drbol dendritico, s:mllar a un gran,penacho

el cual se conectan los axones de las células en canasta
esta capa también ascienden los axones de los granos, las f1bras
trepadoras y las dendritas de las células de Golgi.r

En la granulosa interna, se encuentran los pequefios somas de
los granos y 1los grandes de las células de Golgi que se
relacionan entre si{ y reciben impulsos de las células musgosas.
Las fibras trepadoras derivan de las olivas inferiores y las
musgosas de los nucleos pontinos, de la formacién reticular y en

baja proporcién de los vestibulares. Ambos tipos de células al

igual que las paralelas, son excitatorias, - -en- camblo los axonesmv:~

de las células en canasta, las estrelladas, las' de Golg1 y las

dendritas de éstas, son inhibitorias.

Las células de Purkinje durante su descarga‘ aégfepéso
inhiben a los niucleos cerebelares y cuando se actlvan los 1nh1ben
mas fuertemente, en cambio cuando son inhibidas porﬂlas células
de Golgi, las células en canasta y las estreliadas se desinhiben
(49) .

Estudios autorradiogrdficos con timidina tritiada,
permitieron observar en el ratén la histogénesis del cerebelo
durante la etapa fetal y su desarrollo postnatal. Estos trabajos
describen como del noveno al décimoprimer dia de la gestacién,
el cerebelo estd constituido solamente por células germinales

que sSe caracterizan por ser multipotenciales. La mayoria de
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oprlmefo >ykdéc1mosegundo dia de la gesta_ 6nj

ﬁentre elﬁdéc

aun, cuando,= FuJ1ta et al, en 1966  (51), describ:eron que'
edad gestac:onal habia glioblastos y neuroblastoa. éstos u
sélo las’pudieron identificar como células de: Purk1n3e
Golgi hasta la etapa postnatal.

externa ap‘

La

capa de la granulosa

En. el . . décimoquinto, se -
neuroblastos, perdiendo

sIntésis»de DNA.

A partir de que ha ﬁérmin&do,’a produccxén de neuroblastos y
hasta el dfa tres posnatal IAS células fse diferencian en
neurogliales (52). Desde el punto de v1sta citogenético, todas
las células de la granulosa interna. except6 los neuroblastos son
precursores de las células neurogliales.

Al nacimiento, todas las células germinales se han
transformado en las ependimarias y en 1los glioblastos, los
altimos se localizan en todo el parénquima cerebelar.
Posteriormente, del tercero al décimo octavo diﬁs, las células
gliales proliferan activamente en la granulosa interna, mientras
que las de la granulosa externa lo hacen hacia la superficie del
cerebelo y van originando los oligodendrocitos y losg astrocitos.

Los neuroblastos migran de la granulosa externa hacia la
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interna, pasando algunas horas por la moleéular para formar los
granos. Del décimo octavo al vigésimo dfa postnatal continta la
migracién de.los granos hacia el interior hasta que 1la capa
granulosa externa desaparece definitivamente Yy se completa el
desarrollo de la corteza cerebelar, que queda constituida por la
capa molecular, la granulosa interna que estd en contacto con la

sustancia blanca y desaparece. la capa de la granulosa externa.
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VII.HIPOTESIS

Considerando los estudios realizados en el ratédn acerca de
log efectos teratogénicos del fdrmaco, producidos durante los
estadios criticos del desarrollo del sistema nervioso central, se
espera que en los fetos de ratén expuestos a dosis de diazepam de
2.7 mg/kg de peso corporal del sexto al decimoséptimo dfa de la
gestacidén, se produzcan cambios en la estructura histolégica de

su cerebelo.

VIII.OBJETIVO

Determinar si el diazepam administrado por via subcutanéa en
dosis unicas diarias de 2.7 mg/Kg de peso corporal, dei gexto al
decimoséptimo dia de 1la gestacién altera la diferenciacién

celular del cerebelo de fetos de ratén de 18 dias.
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IX.MATERIAL Y METODO

A) OBTENCION DE LOS ESPECIMEﬂES

las 5:00 a las S: 30 a.m. ,

'gestac16n.

Las hembras gestantes ‘se d1st buyero 1 azar'en dos grupos

controles y dno experzmental Lés pr1mer grupo control
‘rec1b1eron del sexto al déclmoséptzmo diafde la-gestacién, por
Qiaisubcutanea 0.16 ul de soluc16n sal:na isoténica una vez al
dia. El1 segundo grupo control estuvo integrado por animales que
no recibieron ningun tratamiento. Al grupo experimental, se le
inyectaron dosis diarias de diazepam (valium) de 2.7 mg/kg de
peso corporal, dﬁrante el mismo periodo y via de administracién.
Todos los grupos tomaron agua esterilizada mediante filtro
Millipore y alimento Purina Chow, ad libitum. Permanecieron en un
cuarto con temperatura controlada que oscilé entre los 20 y 22°C

Y fotoperiodos de doce horas de 1luz y doce horas de obscuridad

que se inicié a las 7:00 a.m.
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B) 'PROCESAMIENTO DEL MATERIAL

El dia 18 de la gestaqiéﬁh

en una atmésfera de diéxido;¢§“ _

por laparotomia media ventra

exXtrajeron log cerebelos;

con glutaraldehido al 2. 5% en ‘amo

a pH 7.0, fraccionados long1tud1nalmente.“

tetréx1do de osmio al 1% (dl'uido en. amortlguador de cacodxlatos"4' 

0.3M) durante dos horas. Despuég de este tiempo, fueron lavados
con amortiguador de cacodilatos . 0515"M. Yy ~deshidratados en
alcoholes graduales de 60°, 70‘,Sé6‘. 190' G.L; pérmaneciendo l0
minutos en cada uno de ellos hasta terminar con dos cambios de
alcohol absoluto .de 10 minutos. cada uno. Se pasaron a 6xido de
propileno puro por 30 minutos, se preincluyeron en una mezcla de
6xido de propileno-Poly/Bed 1:1 pof 48 horas y se incluyeron en
resina epdxica Poly/Bed 812 de Polysciences, Inc. en una estufa a
60°C por 72 horas.

De 1los bloques obtenidos de cada grupo, se realizaron un
promedio de 200 cortes semifinos de 0.35 um de espesor con el
Ultracut, Reichert-Jung (los 200 cortes se obtuvieron de un
minimo de 10 cerebelos de fetos de cada uno de los tres grupos).
Se tifleron con azul de toluidina y se observaron - con un

microscopio foténico de comparacién American-Optical, One-ten.

38



Las fotos de los cortes ron ‘tomadas :‘con un

microscopio Polivar, Reichert elngla}Kodéébierébjd*

de 35 mm, 100 .ASA.

En el microscopio de comparacién:American-Optical, Reichert—

Jung, calibrado con uh o@@ia Vggla de 1 mm cuadrado,
subdividido en 100, se mii: 8 essr de las capas granulosas
externa e interna Yy de?} ‘éinar del cerebelo; y con un
ocular micrométrico, Reichek “J_ g .qdé tiene una &rea de 1 mm
cudrado dividido en 100 cgﬁgaé§é$} ;s§ conté el nuamero de células
por campo para las dos pri@érgérggpésVmencionadas. Los resultados
del grupo experimental fﬁéfbﬁ,comparedos con los dos grupos
controles, mediante la prueb&‘estadistica de ANOVA y la prueba de

Scheffé.
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X.RESULTADOS

"'A) RESULTADOS HISTOLOGICOS

Los fetos de 18 dfas. obtenidos de las hembras t}‘tqda
diazepam al ser extraidos: del  utero ateniaﬁ't;na; coloracisn
cianética, evidente depresién respiratoria, se méer'
presentaban hipotonfa e hipotermia, en campio:ﬂ;va
grupos controles, es decir los inyectados_' on

los que no recibieron tratamlento

movimientos respiratorios enérglcos, su temperatura

normal al igual que su tono musculnr y

normales y vigorosos

Al microscopio fotdénico los cortes semifﬁnSS'del
los fetos de ratén, de las hembras tratadas’ éon d1azepam;'5él
observé que habja un retardo en la diferenciacién de todas sus
estructuras con respecto al cerebelo de los fetos de 1los dos
grupos controles, entre 1los <cuales no existian diferencias
morfolégicas. Los surcos del cerebelo de los fetos experimentales
eran mas sSuperficiales y las células que se internalizaban eran
menos abundantes (Figura 1 y 2).

En el estudio histolégico, se comprobé que las capas de la
corteza cerebelar, la sustancia blanca y 1o0s nicleos profundos
del cerebelo tenian un grado de diferenciacién menor al normal,
por lo que parecian ser de fetos mas joévenes (Figura 1)..

Al comparar la capa granulosa externa del cerebelo de los

fetos de las hembras tratadas con diazepam con los de los grupos
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controles,  se encontrdé que habiéi un"ﬁﬁ@éréf"muYOr de células
(tabla 4) con nucleos mas voluminosos, ‘con ia;cromatina en grumos
gruesos dispersos entre la cariblinfa, que presentaba mayor
afinidad tintorial o se adherfan a la membrana nuclear y se
encontraban con frecuencia de tres a cuatro nucleoclos en lugar
de uno a tres. El citoplasma estaba vacuolizado vy era baséfilo
por lo que se teffia intensamente (Tabla 2; Figuras 3, 4 y 5). En.
ésta capa, en la que normalmente se multiplican las células
neuroepiteliales también se observé un mayor numero de figuras
mitéticas (Figuras 4 y S5). En los controles esta capa tenia el
espesor normal (Tabla 3) y los .n&cleos eran mas pequefios (Tabla
2; figuras 3, 4 vy 5).

La capa molecular en el cerebelo de  los animales
experimentales, era mas angosta (tabla 3) y tenia numerosos
nicleos de las células que estaban migrando hacia la granulosa
interna. Su citoplasma vacuolizado se enmascaraba con las
prolongaciones citopldsmicas de las células ya diferenciadas que
constitufan el neuropilo de esta capa. En cambio, en los animales
de los grupos controles era mas amplia (Tabla 3), las células en
migracién menos numerosas Yy el neuropilo mas abundante (Tabla 2;
figuras 3, 4 y 5).

La capa granulosa interna de 1los fetos experimentales,
también mostraba retardo en su diferenciacién, lo que fue
evidente porque los nucleos de las cédlulas de log granos, de las
células en canasta, las estrelladas y sobre todo las de Purkinje

-presentaban caracteristicas primitivas desde el punto de vista
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morfoldgico,  atn a _ manto - hacia

esta capa y su posicié “ge colocaban en

un estrato bien definidbilEigur' ‘Los’ ntcleos de las

células que no se habiah' dl :eréﬁ mas pequeffos con
mayor cantidad de nucleolos (tre: iqich)} cén la cariolinfa mas
teflida al igual que su citoplésmA;‘tque frecuentemente estaba
vacuolizado y era mas escago' qde"éibde las células de los
animales controles, por lo' cu&i se observaba gque estaban mas
cercanas unas a otras. El neuropilo mas teffido también tenia un
desarrollo menor que el observado en 1los controles (Tabla 2;
figura 6).

Hacia el interior de la corteza, la primitiva capa marginal
y futura sustancia blanca, en los cerebelos de los fetos del
grupo experimental se observaba una mayor densidad de células en
migracién a la.granulosa interna, dichas células tenifan ntcleos
de menor talla, intensamente tefiidos y el neuropilo era menos
abundante que en los fetos de los grupos controles, en los que se
observé una apariencia normal (Tabla 2; figura 3).

En los nucleos profundos del cerebelo y en particular en el
dentado de los fetos de ratones tratados con diazepam, los
neuroblastos mostraron nucleos menos voluminosos de contorno
irregular, con nucleolos conspicuos, menor cantidad de citoplasma
vacuolizado, que se disponia en acumulos densos separados por un
neuropilo con menor grade de diferenciacién que el observado en
los controles, 1los cuales tenian neuroblastos con abundante
citoplasma bien estructurado, dispersos entre el neuropilo con

una organizacién tipica (Tabla 2; figura 7).
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“icontrole

ITABLA ‘2.
“ifetos de

_ “organelos del cerebelo,
tratados :con diazepam:y.el.d

ettt »

R APA GRANULOSA EXTERNA . _ :
ORGANELO CONTROLES ) " EXPERIMENTAL H
.inacleos e B :
i (cél. neuroepiteliales) aspecto normal voluminosos, !
HE . > fig mitoticas
inucleolos 1-3 3—-4 H
icromatina apariencia normal en grumos gruesos |
icitoplasma apariencia normal vacuolizado, H
H baséfilo '
H CAPA MOLECULAR r
inicleos aspecto normal voluminosos '
inucleolos -3 3-4 :
icromatina apariencia normal en grumos gruesos |
icitoplasma apariencia normal vacualizado 'y '
difuso. '

neuropilo abundante escaso H
CAPA GRANULOSA INTERNA H

nucleos apariencia normal, pequefios, H
bien diferenciados < diferenciados H

‘tnucleolos 1-3 3-5 '
icromatina aspecto normal en grumos gruesos |
icitoplasma vacuolizado, i
H basgéfilo :
ineuropilo abundante escaso y con un H
H bien desarrollado desarrollo menor !
H SUSTANCIA BLANCA '
inucleos menor tamafio voluminosos H
H > tefiidos H
‘neuropilo abundante escaso H
i NUCLEO DENTADO H
inicleos apariencia normal menos voluminosos H
H > fig. mitdticas H
‘nucleolos 1-3 3-4 :
{cromatina aspecto normal en grumos gruesos H
icitoplasma apariencia normal vacuolizado, |
H baséfilo B
ineuropilo mds diferenciados menos diferenciados |
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“FIGURA 1.-CORTES SEMIFINOS DEL CEREBELO DE FETOS DE RATONES
o DE 18 DIAS.
‘En-‘el- experimental se observa un retardo en la diferenciacién y
‘migracién . de las células que constituyen las capas granulosa
-externa.’ (e), la molecular (m), la granulosa interna (i). la
‘sustancia blanca (b) y los nucleos profundos del cerebelo (d) con
respecto a: los grupos controles que tienen capas con apariencia:
normal.: 98X. . : : :
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EXPERIMENTAL

FIGURA 2.— CORTES SEMIFINOS DE LAS CAPAS GRANULOSA EXTERNA E
INTERNA DEL CEREBELO DE FETOS DE RATONES DE 18 DIAS.
‘En:.el experimental, se muestra un surco (s) poco profundo con
menos cantidad de células de la capa granulosa externa (e)
‘“internalizdndose. En la capa granulosa interna (i) se observa el
retraso en la diferenciacién y migracién celular comparada con
1as ' mismas capas de los animales controles. 395X. - 5 A
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; ¥ SN ; . S )
; FIGURA 3. "CORTES SEMIFINOS DE LAS CAPAS GRANULOSA EXTERNA
MOLECULAR Y GRANULOSA INTERNA DEL CEREBELO DE FETOS DE RATONES DE

: 18 DIAS.
HEn;los animales tratados con diazepam, se obgserva que en la capa
granulosa externa (e) el citoplasma de 1las células estd

vacuolizado y tiene mayor afinidad tintérea. La capa molecular
“(m).  la del manto primitivo y la marginal ¢ futura sustancia
S~ blanca (b) muestran numerosos grupos de células en migracién
““hacia = la. capa granulosa interna (i). En cambio, en los m1smosu

estratos de los cerebelos de los fetos controles el desarrollo
':normal 395X




"EXPERIMENTAL

FIGURA 4.—-CORTES SEMIFINOS DE LA CORTEZA DEL CEREBELO DE
RATONES DE 18 DIAS.
1 s exper1mentales, la granulosa externa (e) presenta mayor
| lad’~..de ' células neuroepiteliales con numerosas figuras
mitéticag: (f). En la capa molecular (m), el citoplasma se observa
vacuollzado (c). -y el neuropilo (n) es menos abundante comparado
y los grupos controles que tlenen una apar1enc1a normal

47




'EXPERIMENTAL

.FIGURA 5.~ CORTES SEMIFINOS DE LAS CAPhS GRANULOSA EXTERNA Y
P ; LA MOLECULAR DE FETOS DE RATONES DE 18 DIAS.

-En: los experimentales, la capa granulosa externa (e) presenta
".Jnucleos voluminosos (v) con la cromatina dispersa en grumos bien
tefiidos, y un incremento en el numero de nucleolos con respecto
“al*observade en los controles. También se observan figuras
‘mitdéticas (f) en el grupo experimental y controles. En la
l;molecular (m) las células en migracién hacia la granulosa interna
(1) 'son.mas numerosas y el neuropilo (n) menos abundante con
‘trespecto a los grupos controles .985X. ey
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XPERIMENTAL

FIGURA 6.-CORTES SEMIFINOS DE LA CAPA GRANULOSA INTERNA DEL

e CEREBELO DE FETOS DE RATONES DE 18 DIAS.

“En ldS' experimentales se identifican los nucleos de las células

ok Purkinje (p) y de los granos (g) menos diferenciados los

1les .son mas pequefios y con mayor cantidad de nucleolos, el
ropilo (n) tiene un desarrollo menor que el observado en los

contr; les. 985X
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FIGURA 7.-NEUROBLASTOS DEL NUCLEO DENTADO DE FETOS DE
RATONES DE FETOS DE RATONES DE 18 DIAS.
experimental, 1los neuroblastos de esta regién forman

cuyas células tienen nicleos menos voluminosos
nucleolos congpicuos y citoplasma escaso (c), el
(n) menos diferenciado que el de 1los animales

estdn ‘mas diferenciadas. 985X.
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B) RESULTADOS ESTADISTICOS.

En relacién . col

obtenidos de los cortes . hi té}égicds,gehg L

figura 8 se muestran los resultados de la medié;é_

la capa granulosa externa, ‘de los cerebelos ;de
grupos controles, ;qmparddos. con.el de ’jbéw
los. cuales esta *cab;'ES' mas amplia 7ya“due
andlisis de ‘vérianza-‘(ANVO\VIIAV)"‘»,Y_lra,

que habfa. d ncias - - estadfstican

~exiétfan difere

naméfé;- de _icélﬁlés' ‘por
:}Q§A_a?imaléskﬁ;ﬁfadssun£n. déé;o":
;9).; La éomparacién de los dos gfﬁﬁosﬂ
,espésor Yy la densidad de esta caba:?nq

estadisticamente significativas (p >70.001

Utilizando las mismas pruebas . se éompfobév:que--lé édba:
molecular en el cerebelo de los fetos experimentalés' fueiMas'
angosta que la presente en los dos grupos controles (p < 0.001),
lo que se puede observar en la tabla 3 y en la figura 10.

De la capa granulosa interna se midié el espesor Yy la
densidad de nucleos por campo Yy en ambos casos utilizando la
prueba de ANOVA y Scheffé se demostré que habfa diferencias

estadisticamente significativas (p< 0.001) entre 1los fetos

experimentales con respecto a los controles y que entre estos
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::ultimos

. TABLA 4.- Numero de: células;por ca

el edei o eiccie g

granulosa externa- (e)

.granulosa 1nterna (1)

"% p.< 0.001; n=10
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ESPESOR PROMEDIO DE LA CAPA
. GRANULOSA EXTERNA DEL CEREBELO
DE FETOS DE RATON

20¢7 | o %1645

GRUPOS

*p< 0,0003

Figura 8.- Representacion grafica del espesor promedio- en Hm

de la capa granulosa externa obtenida de los cerebelos de los
fetos de ratones de 18 dias de 1los grupos cont'roles, el no
tratados (CNT) y el del grupo control inyectado con solucidén

salina (CB) y al que se le aplicé diazepam (D).
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DENSIDAD CELULAR PROMEDIO POR CAMPO DE-
LA CAPA GRANULOSA EXTERNA DEL CEREBELO
DE FETOS DE RATON

»12.85

i

Figura 9.- Representacién .grdfica. . de-la- densid@d celular
promedio por campo de la capa granulosa externa obtenida del
cerebelo de los fetos de ratones de 18 dias, de los tres grupos:
el no tratado (CNT), el inyectado con solucién salina (CS) y al

que se le aplicéd diazepam (D).
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ESPESOR PROMEDIO EN ym DE LA CAPA
MOLECULAR DEL CEREBELO DE FETOS DE RATON

25+

201"

11

pm

(]
CNT cS
GRUPOS
* p< 0.001
Figura 10.— Representacién gréfica del espesor promedio en

um de 1la capa molecular del cerebelo de fetos de ratones de 18

o

dfas del n tratado (CNT), del grupo control inyectado con
solucién salina (CS) y el experimental, al que se le aplicéd

diazepam (D).
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' ESPESOR PROMENIO EN ym DE LA CAPA
GRANULOSA INTERNA DEL CEREBELO DE
i FETOS DE RATON

_ *711.94
S 1,20'}

W 100-'

N

Figura 11.- Representacién gréfi abﬂe

um de la capa granulosa interna obt

fetos de . ratones de 18 dfas del ' grupo-contr

el .inyectado con solucién éaiihé'j(éSi)

diaéepam (D).

296, ..



" DENSIDAD GELULAR PROMEDIO FOR CAMPO
DE LA CAPA GRANULOSA INTERNA DEL
CEREBELO DE FETOS DE RATON

7

n
1

Figura 12.- Representacién grafica de Ila densidnd‘délular
promedio por campo de la capa granulosa interna'”obtéﬁidé%aélrr':'
Vcerébelo de los fetos ratones de 18 difas. de los gruposéfdéntrol
no tratado (CNT), control inyectado con solucién salihé'(CS) y

experimental, al que se le aplicé diazepam (D).



©-XI:DISCUSION

piel ﬁéﬁidé’féﬁosﬂ

al, 1985

(35), qu1en

el Arbol 'bronquial 'éi,,

1tella1es presentaban mayorf

tensoactlvo. que causaria.

para la succion como’ fue

robablemente existe otro indirecto
t - Vlbgg,blgBB (17) demostrdé la presencia
de'la' droga en el cerebrorde las crias de ratas recién, nacidas
.expuestas ‘in utero a dOSls de diazepam de 2.5 mg/kg de peso
corporal del décimotercero al vigésimo dia de la gestacidén.

Los cambios en la estructura de las células del cerebelo de
logs fetos tratados, su distribucidén atipica y la diferencia en el
espesor de sSus capas, probablemente se deben a gque el diazepam
altera en algunos casos de manera simulténea y en otras en forma
secuencial varios procesos fisioldgicos, tanto a nivel
citoplasmd&tico como nuclear, asi las alteraciones celulares

- obgervadas en el cerebelo fetal para las capas granulosa externa,

58

lo que parece. Jndzcar,,,

1989 (52). Ademds del efecto’



__cerebel

diazepam;. “en

polirribosomas._,distéﬁg;é
presencia de cuerpoé'érééﬁrq
las cisternas y 'vesiculasidel?qomplejo

de las prolongaciones citdpiashlg

También, Breen et al; 1970 (53), - r'n_;ra'roh'zen"f-_ih;obi'as{ga'sf,
humanos cultivados con dosis -dérdiazepéﬁ-~&e‘0,1;»1.0,-';16.6 Y>
20.0 ug/ml, distensién del fetidﬁlb‘. endopldsmico rugoso,
elementos membranosos, grdnulos electrodensos, aumehto de
cisternas y vesiculas dél compiejb ‘de Goléi, retardo en el
crecimiento de los cultivos y disminucién de la sintesis de
coldgena.

Otros estudios relacionados sobre el efecto del diazepam

sobre tejidos fetales son los de Nagele et al; 1989 (41), quienes

encontraron en embriones de pollo, incubados durante seis horas
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os; Cromosomas dicéntricos,

de figuras mitéticas que se
\af”capa granulosa externa del
ha sido descrito por Andersson’
‘fibroblastos humanos expuestos

. 'diazepam de 80 ug/ml, gquienes

as 'y células tetraploides. ...



numerosos  nucleos * de

granulosa externa-migrando hacia“la granulos.

es apoyada por los trabajos de - Rakic:
describié para el cerebelo, el mecanismo por el cual la ; ghféﬁ&s
de la granulosa se desplazan a través de la glia de Bergmann, dﬁe”
consiste en que la membrana de la célula neuronal hace contacto
con la membrana de la ‘'"glia monorriel", a través de la cual se
elonga ¥ enreda en una sola direccién mediante una proteina de
adhesién 1lamada astroactina (56). Haften} 1990, (57) también
menciona que las neuronas jévénes, .a;éénzan la posicién

determinada mediante la guia: g11a1 Otros estudios son los de

Wang et al; 1984 (19), qUJene% encqntraron que concentraciones de

diazepam de 200 nM 1nh1be _proiiféraciOn de células timicas de




sido observado

3T3  (58)

diazépém‘de‘

,tasa “de degradac10n selﬁ'i' en con’ los’

'cohtroles, siendo estos efectos reversibles cuando la exposicién

al ‘farmaco se limita a 48 horas. Nagele et al; 1983 (48). observs.

“en fibroblastos de pollo cultivades con dosis de diazepam de 150

ug/ml, que los filamentos de actina eran menos numerosos y que.
estaban desorganizados en su distribucién y periodicidad, lo cual
podria estar interfiriendo con 1la incorporacién de otras:

proteinas a la actina.
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Los mQV1m1entos lentos observados.
deberse  'a - una depresién neuro}bgﬁca
respuesta inhibitoria de las.céluiAQ

~movimiento de iones cloro debida

el’ 'GABA,, que estd& en

Mallorga et al; 1980 (23);
el octavo dfa de la ‘gestacion. En

receptores béhzodiazebinicoé'y}éi§$ ?Af"h_

1a~ratav al ~ principio de la'ﬁercera fééhana~dg
(20, 59, 22) vy en fetos humanos de doce Semdnasi(2‘
que es posible . que el diazepam . pueda actuaf
estructura cerebral. VA‘V

Ademds del GABA, se ha demostrado la :b?;séﬁﬁia déi‘éABAg,
involucrado en el m&vimiento de iones calcio y potasio a través
de un segundo mensajero (60), ambos tipos de receptores se
encuentran distribuidos de manera especifica en el cerebelo, el
GABAg se encuentra principalmente en la capa molecular
mientras que el GABAy predomina en la capa granulosa (61). La
presencia de diazepam podria modificar 1la permeabilidad de la
membrana plasmidtica neuronal de las células que constituyen el

cerebelo fetal, y por lo tanto, el intercambio idénico, lo que
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‘é'la'perﬁeabilidad'dé
la membrana plasm&t_ca.{

dcidas, local1zadas ~en lbs ,llsosomas, lasV

resenc1a de hzdrolasasf4;

inactivadas Yy permanecen latentes hasta 'que la membr na delw‘"

organelo es dafiada . o algun sus rato aprop1ado entra al llsosoma.‘

fetales, como las

que pers:stan

1ez-Orozco et al;1992

ratén de seis a sesenta

dias postnatales, que estuv1er '_dosis de diazepam

*de 2 7 mg/kg de’ peso corporal,d 'o,al’aécimoséptimo dia de

act1v1dad locomptora espontdnea

‘la gesta016n presentagon_”unan

'Wmenor Ca ‘la de los animales‘ controles, ademds de que sus
movimientos de exploracién eran vacilantes y lentos, y en su
patrén de natacién habia incoordinacién de 1los movimientos de
los miembros y dificultad para mantener la nariz fuera del
agua. AsIi también, Kellogg et al: 1980 (59), reportaron que la
respuesta locomotora y los reflejos auditivos estaban ausentes en

la tercera semana postnatal en las crias de ratas que estuvieron

64
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expuestas “in utero" al fdrmaco, ‘del. cimotercero al vigésimo

cta 'sugieren que.

dia de 1la gestacién. Estos vcampiéy_

debe haber alteraciones en el ' désarrollo neuronal durante ..
periocdos en el que se lleva a~éébé ;a‘difeféndiacién y migracién:

celular (64).
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sobre el sistema nervioso central.

A nivel de cerebelo,. con respecto.a..

encontré:

4. Retraso en la migracién de las células de las capas granulosa
externa y la del manto a la granulosa interna.

5. Incremento estadisticamente significativo del espesor Y
namero de c¢élulas por campo de las capas granulosas interna
(p < 0.001) y externa (p < 0.003).

6. Menor espesor de la capa molecular (p < 0.001).

7. Aumento de volumen de los nucleos de las células de la capa

granulosa externa
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8. Ntcleos de menor volumen en las células de Purkinjefy:enflas

del manto, que migran hacia la granulosa interna,

indicador del retraso en la diferenciacién celular.

mayor afinidad tintorial.
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