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RESUMEN

El diazepam es una benzodiazepina de uso frecuente en la practica gineco-
obstétrica por sus propiedades anticonvulsivante. tranquilizante y
miorrelajante. A pesar de haberse informado efectos deletéreos en la funcion
cardiopulmonar de hijos de madres expuestos prenataimente al farmaco. pocos
estudios se han efectuadoc para conocer su toxicidad. En estudios
experimentales se han observado alteraciones en diferentes tejidos fetales en
los que se acumula este farmaco, por ejemplo en los testiculos de ratones
tratados in  utero con diazepam. Estudios conductuales de animales
semejantes han demostrado alteraciones en el patron de nado, ia
actividad locomotora espontanea vy la actividad copulatoria de ios machos,
que se han relacionado con una incapacidad en ia coordinacién motora
persistente hasta la edad adulta. Los propositos del presente trabajo fueron
identificar la presencia de danos histologicos ovaricos, en ratones tratados
prenatalmente con diazepam, determinar el grado de lesidn, si persisten
postnataimente e investigar si la exposicion prenatal al farmacc modifica la
conducta copulatoria espontanea de hembras de ratdon adultas. Se aparearon 20
hembras y 7 machos de la cepa CD-1 en proporcion 3 a 1, la presencia de tapén
vaginal se tomd como Inicio de la gestacion, los animales que lo presentaron se

distribuyeron al azar en dos grupos, el primero recibid por via subcutanea



diazepam (Valium®), a una dosis de 2.7 mg/kg de peso corporal, diaria, del 6° al
17° dias de la gestacion, el segundo recibid volumenes equivalentes de solucion
fisiologica de NaCl (0.09%) durante el mismo periodo. Las crias nacieron entre
los dias 18 y 19 vy se transfirieron a hembras nodrizas en camadas de 3
animales experimentales (E) con 3 testigos (7). Para el estudio morfologico se
sacrificaron animales recién nacidos, de 35 y de 63 dias de edad, se extrajeron
los ovarios, se fijaron, se cortaron, se tifieron por los métodos de hematoxilina y
eosina, tricromico de Mallory y Gallego y se estudiaron en el microscopio foténico
(Polivar, American Optical®). Los cortes seriados de animales adultos se
fotografiaron con el objeto de hacer una reconstruccion tridimensional del
ovario y sobre el papel fotografico se efectud el recuento de las diversas
clases de foliculos y de los cuerpos luteos. Para el estudio conductual se
permiti6 el desarrollo de las crias hasta los 6 meses, en que se probo la
conducta sexual espontanea de las hembras frente a machos de las mismas
camadas, con esquema de apareamiento: machos £ con hembras T, machos T
con hembras £, machos £ con hembras £y machos 7 con hembras 7. Se
verifico una prueba a cada pareja en la fase oscura del fotoperiodo bajo luz
infrarroja (640nm) y se registro en videocinta. Los resultados se compararon con
los obtenidos de la caracterizacion conductual de animales de la colonia de la
misma cepa y edad. Los ovarios de l|os animales experimentales mostraron
aumento del volumen nuclear, con patron heterocromatico constituido por

grumos mas densos y con mayor afinidad tintorial, también se encontrd



modificada la organizacion y aumentado el numero de células de los cuerpos
luteos, asi como un Iincremento en el numero de foliculos atresicos Los
resultados sugieren que las alteraciones ovaricas, provocadas por la
administracion materna de diazepam, son permanentes, ya que los cambios
en la afinidad tintérea y el aumento de volumen del nucleo persistieron hasta la
edad adulta, en la que se encontré desorganizacion de la estructura de los
cuerpos luteos, atresia folicular mas temprana e incremento en el nimero de
foliculos atrésicos. Estos hallazgos son consistentes con los que se han
descrito anteriormente en retina, corazon, pulmones, rinones, cerebro, cerebelo y
testiculos. El estudio conductual mostré que la conducta precopulatoria fue
semejante en ambos grupos, con una tendencia a ser mas breve en las
hembras E. Los indices de lordosis y la duracion de los trenes de monta fueron
mayores en las £ en comparacion con las 7, lo que muestra una facilitacion de
la monta en las Eypuede deberse a una modificacion, desde la etapa
prenatal, dei sustrato quimico de la neurotrasmision requerido  para la
expresion de la actividad copulatoria. Esta conducta facilitadora parece
compensar el patron copulatorio alterado observado en los machos''®

estableciéndose un patron conductual dimérfico sexual.



INTRODUCCION

ORIGEN DE LAS BENZODIAZEPINAS

En los primeros afios de la decada de los 50 se generalizé el emplec de la
fenotiazina y de la reserpina, habian transcurrido 200 afnos para que los efectos
psicotropicos de la Rauwolfia serpentina aparecieran nuevamente en la

literatura occidental, pues en 1755 Rumpf vya habia descrito sus

7] ]

propiedades tranquilizantes valet contra anxietatum...” en una publicacion
alemana titulada Herbari Amboinensis Auctuarium ' Hacia 1956, la evidencia
epidemiologica y cientifica de Ia eficiencia antipsicotica de las fenotiazinas era
contundente y un numero considerable de enfermos mentales, en otras
epocas confinados al cuidado hospitalario, regresaron a sus localidades vy

hogares como ciudadanos funcionales g

Simultaneamente aparecieron nuevas  perspectivas prometedoras
para las personas con neurosis de ansiedad y en 1955 se propuso al
meprobamato como una droga que reducia especificamente la ansiedad y
la tension emocional sin producir somnolencia 0 sueno, un medicamento gque
representaria para el paciente neurético lo que la fenctiazina al esquizofrénico’

Pero en 1958, algunos observadores criticos indicaron que no se justificaba un
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exceso de entusiasmo’ Casi todos los informes favorables estaban basados
en pruebas no controladas, pero los pocos que si lo estaban demostraron que
el meprobamato agregaba poco o ningun beneficio al que ya se disponia con
el empleo de barbituricos, por elio se considera al meprobamato como una droga
que surgié como oportunista en la década de os tranquilizantes y a la cual
se le recuerda con el hecho ironico de que para aquellos con un padecimiento

‘poco” severo existia “poca’ ayuda medicamentosa’

Sin embargo, aparecieron en el mercado otros medicamentos para el
tratamiento de las neurosis con menor efecto psicotropico, por lo que se
les denominé tranquilizantes menores; a este grupo pertenecen las
benzodiazepinas. La sintesis del clorodiazepoxido, el primer tranquilizante
benzodiazepinico utilizado, fue mas bien fortuito. Sternbach® al trabajar con
productos quimicos con estructura de benzofenona a mediados de la década de
los ‘30, habia logrado sintetizar un grupo de compuestos conocidos como
heptoxadiazinas, los cuales poseian anillos de 7 miembros. Su trabajc no
prosperd hasta que en 1954 estudid algunos compuestos de este tipo vy
descubrid que la estructura postuiada de las heptoxadiazinas era incorrecta,
pues no se trataba de compuestos con anillos de 7 miembros sino de 6, que
correspondian al grupo de los quinazolina-3-6xidos y al indagar su actividad

farmacoldgica todos mostraron ser inertes. En 1955, Sternbach tratdé una de

estas quinazolinas con metilamina, una amina primaria, mientras gue otros 40



derivados los tratd con aminas secundarias y terciarias. Supuso que el nueve

compuesto Ro 5-0690 también era inerte y no lo considerd para someterlo a

pruebas.

Los examenes farmacologicos de este compuesto tuvieron que esperar
hasta 1957, en que Randall’ encontré que tenia propiedades completamente
insospechadas que le conferian un gran poder..."hipnotico, sedante y con
efectos antiestricninicos en ratones similares a los del meprobamato. En gatos
es casi dos veces mas potente como miorrelgjante y diez veces mas potente
como bloqueador del reflejo de flexion"... El analisis quimico de este
compuesto mostrd que el ftratamiento de la quinazolina-3-oxido  con
metilamina no habia originado el compuesto esperado sino que habia
producido un reacomodo y agrandamiento del anillo heterociclico formando
una 1,4-benzodiazepina  sustituida, especificamente un compuestc con un
anillo de 7 miembros, la 2-metilamino-7-cloro-5-fenil-3H-1,4-benzodiazepina 4-

oxido.
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Figura 1. Origen de las benzodiazepinas. Comparacion de las estructuras quimicas de los
compuestos esperado y obtenido.

Esta nueva droga inicialmente recibic el nombre genérico de
metaminodiazepoxido pero posteriormente se le cambidé por el de

clorodiazepoxido®,



FARMACOLOGIA DE LAS BENZODIAZEPINAS

Quimicamente, el grupo de las benzodiazepinas (BDZ) poseén el nuclec

denominado 1 4-benzodiazepina (Figura 2).

| R2

Figura 2. Configuracion general de las benzodiazepinas: nucelo 1,4-benzodiazepina.

Poco después del clorodiazepoxido aparecieron otras BDZ con
utilidad clinica, por ejemplo el diazepam, que fue tambien sintetizado por
Sternbach en 1959 y cuyas propiedades farmacoclogicas se describieron en

1961°. Su férmula quimica se representa en la Figura 3.
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Figura 3. Féormula quimica del diazepam (Cloro 1,3

dihidro-1-metil-5 fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-ona).

En el mercado nacional las BDZ de uso medico mas frecuente se sintetizan

en el Cuadro 1. junto con sus principales caracteristicas fisicoguimicas

NOMBRE COMUN

PRINCIPIO GUIMICO

PROP!EDADES FISICAS

CLORODIAZEPOXIDO

7-cloro-2-metilamino-5-fenil-3H-1 4

FOTOSENSIBLE

(CD2Z) benzodiazepina-4 dxido SOLUBLE EN AGUA
INESTABLE EN SOLUCION

DIAZEPAM 7-cloro-1-metil-5-fenil-3-dihidro-2H-1.4 § SOLUBLE EN LIFIDOS
(DZ) benzodiazepina-2-cna

OXAZEPAM 7-cloro-3-hidroxi-5-fenil-1,3  dihidre-2H- § SOLUBLE EN AGUA
(OXA) 1,4 benzodiazepina-2-ona

NITRAZEPAM 7-nitro-5-fenit-1,3 dihidro-2H-1 4§ SOLUBLE EN ALCOHOL
{NIT) benzodiazepina-2-ona

CUADRO 1. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LAS BENZODIAZEPINAS DE USO MAS FRECUENTE.

Fuente Modificado de Greenblatt (1974)"



Las principales acciones farmacoiogicas de las BDZ se lievan a
cabo sobre el sistema nervioso centrai y se traducen por efectos tranquilizantes
(ansioliticos), relajantes, anticonvulsivantes, sedantes e hipnoéticos Su efecto
tranquilizante se debe a una inhibicidon de las estructuras del sistema limbico
que se asocian con los estados emocionales’, por ello se aplican a gran variedad
de frastornos emocionales vy enfermedades neuroidgicas y mentales. La
supresion de la ansiedad es el efecto de las BDZ que ha determinado su
aplicacion a diversos cuadros clinicos en donde este sintoma 1:Jredc:nmir1a'0 En
el cuadro 2 se comparan algunos efectos de las BDZ mas frecuentemente

empleadas en nuestro medio.

COMPUESTO/EFECTO EEG RELAJACION EPISODIOS CONVULSIVOS
CLORODIAZEPOXIDO 4 frecuencias con | +++ Deprime fibras | Pumbra! + a menot dosis que ia
cDz predominio de ondas | espinales ¢ (accion primaria | necesaria para relgjar o sedar
de 14a 24 Hz en formacién retcular del | Inhibe postdescargas det
tallo cerebral) hipocampo y del septum +.
¥ reaccion de despenar (accidn
en hipocampo y amigdala) ++
DIAZEPAM mismo efecto ++ Deprime fibras espinaies | T umbral ++ a menor dosis que
Dz v {(accion pnmana en | la necesaria para relajar o sedar
formacion reticular del tallo | Inhibe postdescargas del
cerebral). hipacampo y del septum +++

Inhibe postdescargas corticaies
«& reaccién de despertar (accion

en hipocampo y amigdala) ++.
OXAZEPAM mismo efecto 1 2
CXA
NITRAZEPAM mismo efecto ++ Deprime fibras espinales | I umbral +++ a menor dosis que
NIT v (accibn  pnmaria  en | la necesaria para relajar o sedar.
formacion reticular del tallo | inhibe pestdescargas del
cerebral) hipocampo y del septum ++.

Deprime ondas de 3 Hz de
nuclecs Intrataminares talamcos
semejantes a los del “petit mal"

MEDAZEPAM mismo efecto 1 2
MED

CUADRO 2: EFECTOS COMPARADOS DE LAS BENZODIAZEPINAS SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO.

i.- HAY ACCION RELAJANTE PERQ ES POCO SIGNIFICATIVA.
2-HAY ACCION SCBRE CONVULSIONES A DOSIS ALTAS.



Tambien se utilizan en alteraciones psicofisioldgicas en donde la
ansiedad se traduce en manifesiaciones somaticas como sucede en |Ia
hiperquinesia, en diversas anomalias gastrointestinales y en
dermatopatias; como auxiliares, ocasionaimente soles, en el control de
algunos trastornos convulsivos y en padecimientos que se acompanan de un
estado de ansiedad y agitacion, como en la angina de pecho, en ia enfermedad

acido pépiica y en el asma’

Como se puede apreciar en el cuadro 2. el NIT muestra mayor actividad
anticonvulsiva que el DZ y este que el CDZ Los ataques mioclonicos ceden
con el NIT, en tanto que el DZ da buen resultado en los ataques convulsivos
menores y de pequefio mal, pero los atagues psicomotores (epilepsia del
Icbulo temporal) suelen responder igualmente a ambas drogas. Ademas,
las BDZ se aceptan como agentes de eleccion, por via intravenosa, en casos
de status epilepticus. Por uitimo, el CDZ y el DZ se han empleado para disminuir
los artefactos musculares y localizar un foco epiléptico primario durante |a

toma de electroencefalogramas’ *

La administracion repetida de dosis elevadas de estas sustancias
puede inducir el desarrollo de dependencia psiquica y fisica. En los casos de

dependencia fisica intensa el sindrome carencial se manifiesta por depresion.



agitacion, insomnio, recrudecimiento de la alteracion mental, pérdida del apetito

y ocasionalmente convulsiones''.

Por otra parte, resulta interesante el hallazgo de De Blas et al. en 19877,
quienes han descrito la existencia de moleculas de BDZ y semejantes a BDZ en
cerebros de ratas, de bovinos y de humancs. Existen diversas interpretaciones
a este hecho. Sangameswaran et al. (1985.1986)"*'*  indican que, aunque tales
moieculas se podrian generar mediante un proceso biosintético, en el cerebro
de bovinos, el aislamiento y la  caracterizacion de N-desmetii-
diazepam sugieren un origen exogeno de esta molécula, pues consideran
que no es posibie que los mamiferos sinteticen un andlo heterociciico
conteniendo un atomo de clore en la posicion 7. Otra posibiidad es  que,

sintetizados  por microorganismos, sean ingeridos en la dieta y se acumulen en

el cerebro y en otros tejidos

Una tercera posibilidad es que el N-desmetildiazepam vy las moléeculas
semejantes a BDZ procedan de fuentes distintas. el primero podria ser de
origen exogeno, a partir de compuestos sintetizados artificialmente y las
segundas productos formados por sintesis bio#égéca”. Por lo tanto es precisc
determinar si el N-desmetildiazepam aisladoc del cerebro de bovinos y de
humanos es exogeno pues en caso de proceder de productos industriales,

seria importante encontrar sus fuentes y cuantificarlo en ei ambiente, pero si las



BDZ y ias moléculas semejantes a BDZ fueran de origen biosintético
endogeno, seria necesaric dentificar la funcion que desempenan en la
modulacion de la neurotrasmision mediada por el acido y-aminobutirico (GABA)

asi como su biotransformacion. acumulacion y eliminacion'”.

ABSORCION.

El DZ se absorbe rapida y completamente después de su administracion por
via oral (VO). Por via intramuscular (IM) ia absorcion es deficiente'®'’, ya que se
obtienen bajos niveles plasmaticos, comparados con la VO © endovenoss

(V)78

CONCENTRACION SANGUINEA.

La administracion por via oral de 10 a 30 mg produce una concentracion
plasmatica maxima de 130-500 ng/ml entre 0.5 y 4 horas despues; por via IM 20
mg originan de 35-290 ng/ml entre 1 y 1.5 horas, y la misma dosis por via IV,
produce 16-7mg/mi en 15 minutos. La concentracion plasmatica minima

efectiva es de alrededor de 400 ng/ml, siendo menor en alcohdlicos.



El farmaco se une a las proteinas plasmaticas en un 98-99% después
de administrado'®"®. Su vida media es bifasica, con una duracién media para la
Fase o de 1 a 10 horas, y de 2 a 8 dias para la Fase [} ( aigunos autores
consideran un rango de 8 a 93 horas para ambas fases), ambas se proiongan con

Y La vida

ia edad, con la obesidad y en sujetos con dano hepatico y renal
media del DZ es mas larga en recien nacidos, que en lactantes: enninos de 3 a 7

anos, esde 18 horas, y en prematuros de 54 horas®.

DISTRIBUCION.

La aita liposolubilidad de las BDZ {(dada por su estructura quimica), como ia del
DZ, permite su amplia distribucién entre los tejidos corporales'’, acumulandose
preferentemente en tejidos ricos en lipidos, tales como el cerebro y el tejido
adiposo®’, y en menor cantidad en céluias sanguineas. El DZ vy su principal
metabolito, el desmetildiazepam, atraviesan la barrera piacentaria y son
secretados en la leche materna; durante la terapia a largo plazo, el
desmetildiazepam se acumula en el fluido cerebroespinal uniéndose tambien a

proteinas plasmaticas en un 97%'°.



METABOLISMO.

En el higado humano, sufre un proceso de N-desmetilacion (N-desalquilacion;,

transformandose

en

N-desmetiidiazepan

o Nordazepam, substancias

farmacologicamente activas, después en hidroxidiazepam, y por uitimo en

oxazepam'®, conjugandose posteriormente con acido glucurénido'®#.

2

para el metabolismo del DZ y principales BDZ se muestran en el Cuadro 3.

Las vias

COMPUESTOS N- COMPUESTOS
DESALQUILADOS 3
HIDROXILADOS
DIAZEPAM
+ G
| CLORODIAZEPOXIDO | DESMETILCLORO- [ DEMOXEPAM | [ TEMAZEPAM | L
— - e — + -
DIAZEPOXIDO U
| DIAZEPAM ! - { o
| CLORAZEPAM NORDAZEPAM __y | OXAZEPAM —s| U
PRAZEPAM » | (DESMETIL) | LORAZEPAM _ |—*| R
IHALAZEPAM O
N
[FLURAZEPAM | — [N-HIDROXIETIL- __, | N-DEsALaUIL: [ ZHIDROXI- A
FLURAZEPAM FLURAZEPAM | DERIVADOS | o
TRIAZOLAM HIDROXITRIAZOLAM o
ALPRAZOLAM __» | HIDROXIALPRAZOLAM o . s
MIDAZOLAM HIDROXIMIDAZOLAM

Via metaboiica mayor ———
Via metabdlica mencr

4

LCUNJRO 3. METABOLISMO DE LAS BENZODIAZEPINAS:

El proceso de desmetilacion e hidroxilacion del DZ disminuye en los recién

nacidos a téermino y pretérmino. pues tienen una capacidad disminuida para

metabolizar y excretar la droga.

En el producto a término, los componentes




hidroxilados aparecen en la orina hasta dos o tres semanas despues del
nacimiento. La limitada capacidad para metabolizar y excretar el farmaco puede
preducir una larga persistencia del mismo en el organismo, y por io tanto, de sus

efectos farmacoldgicos'”.

EXCRECION.

Airededor del 70% de! DZ se excreta en la orina®'"'® el 10% en las heces, vy
ocasionalmente en la bilis'®, donde se puede detectar alin dos semanas despues

de la ingestion del farmaco™.

INDICACIONES.

Las BDZ, y en particular el DZ, desde su introduccion al mercado farmaceéutico
en 1963, han sido empleadas con éxito en el tratamiento de los trastorncs
psicofisioiogicos, en donde la ansiedad se f{raduce en manifestaciones
somaticas como hiperguinesia, aiteraciones gastrointestinales y dermatopatias,
en enfermedades organicas especificas como angor pectons, ulcera gastrica,
colitis o enfermedades funcionales del sistema digestivc y asma que se

acompanan de un estadc de ansiedad, agitacion.
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Tambien se utilizan en padecimientos que se acompahan de crisis
convulsivas, en estato epiléptico y en ei sindrome de abstinencia por aicohol
(agitacion, temblor, delnum  iremens vy alucinaciones) Como relaiante
muscular en espasmos musculares debidos a patologias iocales como
inflamacion secundaria a trauma. espasticidad causada por desordenes de
neuronas motoras superiores, en atetosis y en el tratamiento del tétanos'’ . En
la sedacion basal antes de medidas terapéuticas o Intervenciones, tales como
cateterismo cardiaco, endoscopia, procedimientos radiologicos, intervenciones

quirurgicas menores, reduccion de dislocaciones y fracturas, biopsias. etc '°

El DZ, es quiza la BDZ mas utilizada en Obstetricia para el tratamiento de
la eclampsia, preeciampsia, amenaza de aborto, placenta previa, actividad
prematura de! Utero, complicaciones psiquiatricas del embarazo y en el trabajo

de parto®"



MECANISMO DE ACCION

a. RECEPTORES BENZODIAZEPINICOS

Los primeros estudios sobre receptores de BDZ (R-BDZ), se realizaron

2224 | os sitios de union mostraron afinidad nanomolar

utilizando diazepam-["H]
y fueron identificados en [as membranas del tejido cerebral. La relativa afinidad
de las BDZ por los sitios permitid explicar sus efectos anticonvulsivantes vy
ansioliticos. Este receptor central" (RC-BDZ) ha sido purificado,
conociéndose su secuencia y expresion funcional en el DNA de ovocitos de rana.
El RC-BDZ, es un complejo macromolecular que incluye el sitio receptor para el
neurotransmisor inhibitorio acido y-aminobutirico 6 acido 4-butanoico (GABA), vy
para otros compuestos como barbituricos y posiblemente etanol Aqui las BDZ
facilitan el efecto del GABA en el SNC. Desde los estudios iniciales con el ligando
Giazepam-ﬁH], los tejidos periféricos como rindn, higadc y pulmon que se
utilizaron como controles, mostraron también elevadas densidades de
diazepam-[’H], con afinidad nanomolar semejante a la de los RC-BDZ*. Debido a
su identificacion fuera del SNC se les llamo receptores periféricos a BDZ

(RP-BDZ)** Investigaciones posteriores, revelaron varias diferencias entre los

sitios receptores centrales y los periféricos?’.



Los RC-BDZ fueron descritos por primera vez en 1977 por Squires y
Braestrup®, y Mohler y Okada®™ en el SNC de la rata. Su iocalizacion fue, en
orden de importancia, la membrana sinaptica de neuronas de corteza cerebral,
hipotalamo, cerebelo, mesencefaio. hipocampo, cuerpo estriado, médula oblonga
y médula espinal. Estos hallazgos en la rata corresponden al cerebro humano en

123,24
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especificidad y distribucion regional®". Gavish y Snyder confirmaron estos

hailazgos, encontrando ademas que los receptores GABA poseén R-BDZ”.

Ademas, Mohler y Okada™, y Braestrup y Squires™ informaron de sitios
receptores en rifion, higado y pulmon. diferentes a los del cerebro™*. Por su
parte, Bossman y cols. comunicaron la existencia de un receptor nuciear,

independiente al ya descrito en la membrana sinaptica de neuronas™ .

Los R-BZD se encuentran principaimente en el SNC. Estan ligados al
complejoc macromolecular receptor GABA-BDZ-iondforo del cloro  en la
membrana sinaptica neural, relacionandose, por lo tanto. con efectos
ansioliticos, tranquilizantes y anticonvuisivantes. Sus ligandcs mas frecuentes

son las BDZ*##3%

Estudios en gato, mostraron que el DZ puede potenciar la inhibicion

presinaptica y postsinaptica del GABA en la medula espinal, y posteriormente
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en otras regiones como  gangiios sinapticos, nucleus cuneatus, corteza
cerebral, substancia negra, hipocampo y celulas cerebelares de Purkinje,
celulas del rafé dorsal, cultivo de células hipotalamicas y cultives de médula

espinal de rata fetal”’

De esta manera, en el SNC ias BDZ facilitan y potencian los efectos
inhibitorios del GABA a nivel de sus sitios receptores postsinapticos (R-GABA}
Esta accion se debe a que incrementan la afinidad del neurotrasmisor por sus
receptores al competir con el factor endégeno denominado "GABA-

modulina”, el cual regula alostéricamente este proceso™ ™

, ¥ producen una
apertura de ios canales de clorc. E! RC-BDZ forma parte de la fraccién
protéica del complejo GABA-proteina-ionoforo de cloro”** El flujo de iones
dentro de la célula, incrementa la polaridad de la membrana celular, de tal
manera que cuando un estimulo llega, la neurona no puede despolarizarse El
peso molecular del RC-BDZ es de 200,000 daltones, la GABA-moduiina &s una

proteina acida termoestable de 15,000 daltories, mientras que el receptor GABA,

tiene un peso molecular de 900,000 daltones”’

Se admite que las BDZ actuan a concentraciones nanomolares a traves
del complejo GABA receptor-ionoforo de cloro, incrementando 1a conduccion de Ci
atraves del canal. Ademas a concentraciones micromolares, las BDZ inhiben

el voltaje dependiente de los canales de caicio en el cerebro, por lo que se ha



sugerido que las BDZ interactuan ccn sitios de reconocimiento especifico
asociados a canales dependientes de cambios de voltaje por calcio. Las
concentraciones adecuadas para bloquear esos canales, son equivalentes a
las anticonvuisivantes y comparables con las necesarnas para producir sedacion
0 hipnosis. Sugiriendose. por lo tanto, que los efectos sedantes de las BDZ
son debidas a wuna nhibicion de  la despolarizacion dependiente del
consumo de calcio, cuando las acciones convulsivantes son el resultado de la
potenctacion de los efectos GABAérgicos '™

% es una moiécula pequena hidrofébica, que se

El 1onéforo de cloro
disuelve en la bicapa lipidica, aumentando la permeabilidad al ion  Existen
dos clases de ionoforos, transportadores idnicos moviles y los formadores
de canales Ambos tipos actuan protegiendo ia carga del ion transportado. de
modo que éste puede entrar en el interior hidrofobico de ia bicapa lipidica Puesto

que no estan acoplados a fuentes energéticas, permiten una difusion simple

de los iones a favor de sus gradientes electroquimicos™.

La concentracion de cloro es mucho mas elevada fuera de la célula que
dentro de ella, correspondiendo a un potencial de equilibrio para ei cloro
cercano al potencial normal de reposo 0 inciuso mas negativo. Por consiguente,

la apertura de dichos canales de cloro, tiende a mantener el potenciai de
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membrana en un valor muy negativo © inciusc hiperpolarizado, haciendo muy

dificil la despolarizacion de la membrana y por eilo la excitacion de a célula™

La GABA-modulina, es un polipéptidc asociado con los receptores
GABA, se localiza probablemente en la membrana postsinaptica Regula al
GABA al competir con ios sitios de reconocimiento de manera alostérica. De
aqui que disminuye los efectos inhibitorios del GABA, y de manera indirecta, el

efecto de las BDZY.

b. RELACION CON MINERALES.

Se ha demostrado interaccion entre los R-BDZ y algunos aniones El cloro,
bromo, yodo, nitrato y tiocianate incrementan ia union del DZ a su receptor,
sugiriendo un papel importante en la regulacion de la afinidad del sitio ligando

de BDZ*'.

c. RECEPTOR PERIFERICO A BENZODIAZEPINAS (RP-BDZ).

Los receptores periféricos, a diferencia de los centrales, no estan ligados al

26,2627 ,38-42

complejo macromolecular Se distribuyen ampliamente en organos



como rifon, corazon,  puimon, glandulas adrenales. testiculos pituitania
higado, bazo, epitelio nasal, glandula salival, lengua, mastocitos,
plaguetas, médula espinal y cerebro® ™. Se ies encuentra en grandes cantidades
en las células del epéndimo, en ei plexo coroideo y en el buibo oifatorio® ***"**
“ A nivel celular se localizan principaimente sobre la membrana externa

#4454 aunque también se han hallado en la membrana

mitocondrial
sindptica®, y en el nucleo™ El DZ se liga a los RP-BDZ de manera débil®,
aunque se han observadoc uniones de alta afinidad™. Los principales ligandos

29,4041 46 47

son la BDZ Ro5-4864 (4-clorodiazepam) y la isoquinolona PK 11185

Ei DZ tiene afinidad a concentraciones nanomolares para los RP-BDZ, vy
a dosis terapéuticas, circula en el organismec a concentraciones
micromolares, lo que podria ocasionar un gran numero de efeclos. entre elios
una alteracion en la liberacion de las hormonas del crecimiento, ACTH
prolactina y luteinizante producidas en la hipofisis anterior, asi como en ios
niveles plasmaticos de hormonas adrenocorticales, testiculares y ovaricas
También disminuye los niveles de glucocorticoides en periodos de estres, e
inhibe la produccion de aldosterona en celulas adrenales de bovinc. Se han
informadc otros efectos metabdlicos, como el aumento de la melanogénesis en
las celulas dei melanoma, la induccidn de la sintesis de hemoglobina en céiulas
eritroleucémicas Friend, la inhibicidn de la proliferacion de células de timoma, la

estimulacion de la metilacién fosfolipidica en C6 en el astrocitoma, como parte de



la respuesta inmune humoral en ovejas in wivo, y de la quimiotaxis en

monOCKOS 2539.41-44 48

Ademas juegan un importante papel como potenciales moduiadores

del metabolismo intermedio, asi como en la regulacion de la esteroidogénesis

35,41 43 44 48

d. ONTOGENIA DE RECEPTORES BENZODIAZEPINICOS (R-BDZ)

Los R-BDZ son detectables en el cerebro de rata 8 dias antes del nacimiento,
considerandose su aparicion mas temprana que la de otros recepiores”‘g, como |os
opioides™, colinérgicos, dopaminérgicos™ ', GABA” ™' v muscarinicos™,

aunque otros estudios los han detectado de manera paralela a los de GABA™.

Ei desarrolio de los receptores inicia aproximadamente del dia 14 al 17
de la gestacion (G14-G17), la concentracion a esta edad es del 5% en relacion a
los niveles de adulto, 35% al nacimiento y 77% en el dia postnatal 7 (P7) La

densidad del adulto se alcanza a las 2 semanas™. Regan y cols. (en ratones



CD-1), encontraron pequefas cantidades en el dia G17, un 23% en el dia P1,

47% en P7, 50% en P15 y los niveles del adulto en el dia P21%

La ontogenia de los receptores en la rata difiere solamente en dias
comparada con la del raton (14 a 17 dias, respectivamente), siendo el
mecanismo de aparicion el mismo™ Los RC-BDZ no son detectables en el dia
G16, ya que aparecen perinatalmente, aumentando su numerc e€n |3
primera semana postnatal. En el dia P1, la cantidad de RC-BDZ es la tercera
parte de la encontrada en el adulto™™ En contraste, el nimero de los RP-BDZ
en cerebros fetales en el dia G16 es un pocc menor que el dei adulto El numerc
de RC-BDZ y RP-BDZ en el cerebro de rata es parecido en el primer dia del
nacimiento, pero en el adulto existe una proporcion tres veces mayor de RC-

8DZ*

Similares observaciones han sido encontradas por Lippa y cols en la
corieza cerebral de ratas y en otras especies de vertebrados e invertebrados,

51.104

jo que sugiere un origen filogenicamente remoto

De los dos tipos de receptcres para BDZ los periféericos aparecen
tardiamente en la evolucién y solo se detectan en mamiferos, en tanto que
los centraies son demostrables en aves, reptiles y en algunas especies de

anfibios (Bolger y cols. citado en ref. *').
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CONTRAINDICACIONES.

Las BDZ, y en particular el DZ, se encuentran contraindicadas en pacientes con
antecedentes de hipersensibilidad, psicosis, glaucoma de angulo cerrado
(puede ser usado en pacientes con glaucoma de angulo abieric que reciben
terapia  apropiada), pacientes con evidencia ciinica © biogquimica de
enfermedad hepatica y/o renal. durante ia lactancia, primer trimestre del

embarazo (algunos autores la contraindican durante toda la gestacion)

En miastenia grave, hipercapnia cronica severa, alteraciones cerebrales
cronicas, insuficiencia cardiaca 0 respiratoria, en pacientes con enfermedad

oulmonar obstructiva crénica o insuficiencia puimonar .

DEPENDENCIA

Con respecio a la psicofarmacologia, el tratamiento a largo plazo con DZ es un
topico de interés pues, a pesar de gque se ha informado que los derivados
de las BZD tienen pocos efectos colaterales™ existen datos en la literatura

que indican que su administracion cronica puede producir tolerancia a sus
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efectos sedantes y anticonvulsivantes y a! suspenderla propicia la aparicion

de un sindrome de abstinencia™.

Mazzi *° llamo la atencion sobre la existencia de un posible sindrome de
apstinencia al DZ en un recién nacido, caracterizado por presentar marcada
hipertonia e hiperreflexia después de un parte espontaneo a los 8 meses de
gestacion. Este caso parece ser el primero informado en la literatura sin
embargo, existen otros dos neonatos con cuadros clinicos similares debides a
clorodiazepéxido. El primero, informado por Bitnum®™, tuvo hipotonia seguida
de hipertonia y el segundo® mostré sintomas neonatales tardios de hipertonia
notable. Aun cuando estas caracteristicas también pueden enconirarse en
prematuros, en ninos de bajo peso 0 en neconatos con asfixia perinatal, en &l

caso informado por Mazzi no se observo ninguna de estas alteraciones™

De aqui que el uso prolongado de dosis terapéuticas pueda llevar a la
dependencia psiquica y fisica™. E! sindrome de abstinencia sueie ocurrir en
pacienies después de tratamientos iargos (de 4 a 6 semanas); por elic, la dosis
debe disminuirse graduaimente de 4 a 8 semanas para evitar la aparicion del
mismo, especialmente en pacientes con historia de  convuisiones 0
epilepsia". En casos de dependencia fisica intensa, el sindrome carencial se
manifiesta por depresion, agitacion, insomnio, recrudecimiento de la alteracion

mental, pérdida del apetito y ocasionalmente convulsiones’ **  Este



sindrome, también se presenta en recien nacidos, de madres que fueron

20.22,59.62

sometidas a tratamiento cronico con BDZ durante el embarazo y se nha

63

cerrelacionado con la capacidad del bebé para metabolizarias™, en cambic el

2062

sindrome de abstinencia™ ™, denominadc “sindrome dei nino de irapo” por ia
hipotonia, la hipotermia, la sedacion y la dificultad para la succion, no ha sido
asociado hasta la fecha con un mecanismo molecular definido. sin embargo,
se ha tratado de relacionar con la presencia de RC-BDZ de las membranas

2,54

plasmaticas sinapticas obtenidas de! cerebro de distintos mamiferos*'*

PRECAUCION.

Et DZ debe ser administrado con precaucion en pacientes con depresion
acompanados de ansiedad, ya que se pueden presentar tendencias suicidas
En pacientes que conducen o reaiizan tareas gue requieren un buen estadc de
alerta Debido al informe de algunos cascs de neutropenia, danfo en la
funcidon hepatica (ictericia) y renal, asi como disminucion de! hematocritc, se
deben realizar conteos sanguineos periodicos y pruebas de la funcion
hepatica y renal durante ia terapia a largo plazo. En el lactante, puede producir
letargia y pérdida de peso, debido a que el DZ y sus metabolites se excretan por
la leche materna. La administracion endovenosa del DZ, debera realizarse con

mucha precaucion, ya que se puede originar arterioespasmo, con la posible



produccion de gangrena que requiera amputacion. Cuando se realize debera

: i
mantenerse al paciente en observacion por o menoes tres horas'

INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS.

La excrecion de las BDZ puede disminuirse por drogas que interfieren con su
metabolismo, las cuales pueden incrementar el efecto sedante, danando mas
la funcion psicomotora Las principales drogas son. cimetiding,
anticonceptivos orales, disulfiram, fluoxetina, isoniazida, ketoconazci,
metoprolol, propanociol propoxifeno, acido valproico. La digoxina puede
incrementar las concentraciones, las teofilinas pueden antagonizar los efectos
sedantes de las BDZ. La ranitidina disminuye la absorcion gastrointestinal, al

igual que los antiacidos'"',

ALTERACION DE LAS PRUEBAS DE LABORATORIO

El DZ raramente produce alteraciocnes como: elevacion de las transaminasas y
fosfatasa alcalina, modificacion de los valores sanguineos de y-glutinil-

transpeptidasa y giucosa, y pruebas de funcion tiroidea anormales .
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REACCIONES ADVERSAS.

Se pueden citar principaimente: somnolencta, fatiga, resequedad de ia boca,
debilidad muscular y reacciones aférgicas”, Otros efectos adversos menos
frecuentes son, en el SNC: sedacion y suefio, depresion, letargia, apatia.
fatiga, hipoactividad, desorientacion. amnesia anterograda, confusion, llanto,
delirio, cefalea, afonia, disartria, estupor, convuisiones, coma, sincope,
temblor, distonia, veértigo, nausea, euforia, Irritabilidad, dificultad en Ia
concentracion, agitacion, incapacidad para realizar funciones mentaies
complelas, hemiparesia, hipotonia, ataxia, incoordinacion, sintomas
extrapiramidales. Psiquiatricas: histeria, psicosis, tendencias suicidas, y
algunos  problemas de  comportamiento. Gastrointestinales. constipacion,
diarrea, resequedad de ia boca, nausea, anorexia, cambios en el apetito, vomito,
incremento en la salivacion, gastritis. Genitourinarias: incontinencia, cambios en
la libido, retencion urinaria, irregularidades menstruales Cardiovasculares:
bradicardia, taquicardia, colapso vascular, hipertension, hipotension,
palpitaciones, edema, flebitis y trombosis en sitios de aplicacién V. Dermicas:
urticaria, prurito. lesiones maculopapulares, perdida de pelo. hirsutismo, edema
facial y de tobillos. Otras: elevaciones de LDH, fosfatasa alcalina; disfuncion
hepatica (hepatitis reactiva), leucopenia, discrasias sanguineas inciuyendo

agranulocitosis, anemia, trombocitopenia, eosinofilia, incrementc del pesoc



corporal; deshidratacion, linfadenopatia, dolor articular, ardor y

enrojecimiento en el sitio de apiicacion intramuscular'®.

En casos de sobredosificacion, se presentara intensificacion de los efectos
terapéuticos (sedacion, relajacion muscular, sueno profundo, etc), fatiga. ataxia,
amnesia, depresion respiratoria. En tales casos se recomiendan medidas
generales de apoyo, como la ventilacion adecuada o el lavado gastrico
También se puede aplicar un antagonista de Ia benzodiazepinas, por

ejemplo el flumazenil'®"™.

TOXICIDAD

Algunos estudios en animales han mostradc que la exposicion prenatal a
distintos neurclepticos y ansioliticos origina aiteraciones significativas del
desarrollo y de la conducta detectadas algun tiempo mas tarde. La
administracion oral de DZ durante la gestacion origind retardo en la
maduracion sexual y dano en la adquisidn de la respuesta condicionada de
evasidn en los hijos de ratas asi tratadas®™. También interfirid con el desarrollo
de los procesos de excitacion de las crias de ratas expuestas durante la
Ultima semana gestacional®. Esta droga lipofilica con baje peso molecular,

cruza !a piacenta rapidamente y, puesto que la capacidad del feto ¢ del recién



578859  sa acumula en el feto

nacido para eliminar la droga es muy pequena
junto con sus metaboiitos farmacolégicamente actives, permaneciendc en sus
tejidos por periodos prolongados y excretandose con lentitud. Este hecho se
sustenta en estudios que han mostrado que las concentraciones en plasma fetal

son mayores que las encontradas en plasma matemno® y que los

metabolitos permanecen postnatalmente en  altas  concentraciones '’

{Cuadro 4).
CONCENTRACION DE LA CROGA
TEJDO | (ng/g de teyido y ng/ml de sangre;

ihr 2hr &hr
Sangre materna 288 180 11.3
Sangre de cordén umbilical 475 T 0 190
Cerebro fetal 200 145 215
Higade fetal 310 135 138
Tracto gastrointestinal fetal 90 225 T 52 ]
Feto (total} 165 93 3s
Liquido amnidtico 138 B 51 23
Placenta 300 93 49

CUADRO 4. CONCENTRACION DE DZ EN SANGRE MATERNA Y TEJIDOS FETALES
Fuente. Erkkola et al. (1974)° Wadell et al (1961) v Iddnpaan-Heikkila et ai (1971)"

Saito et al”® y Zimmerman™ efectuaron un estudio comparativo de la
toxicidad fetal de las benzodiazepinas, nitrazepam (NIT), oxazepam (OXA),
nimetazepam (NMZ), clonazepam (CLZ), diazepam (DZ) y ciorodiacepoxido
(CDZ). EI NIT y NMZ causaron un gran dafio al feto comparado con otros
analogos. La fetotoxicidad al NIT fue dependiente de la dosis (de 50 a 100

mg/kg) con una toxicidad incrementada en el grupo tratado de! 8° al i0° dias de



gestacion. Las concentraciones en suero maternc y ta concentracion fetal total
fueron mas altas que las del DZ, el cual mostrd débil toxicidad en este estudio,
conciuyendose que la intensidad de la fetotoxicidad inducida por {as

benzodiazepinas estaba relacionada con la cantidad de droga contenida en

sangre

La administracion de NIT en hembras prefadas produjo resorciones,
muerte fetal y malformaciones en un 445% 13% y 155%
respectivamente Estas malformaciones incluyeron ectrodactiiia, onfalocele,
cola rizada y alteraciones en patas. Ademas se observo una de cada una de las
siguientes maiformaciones: hidrocefalia, hendidura facial proboscis, !abio
leporino. La toxicidad fetal de NMZ fue mas alta que la de NIT, pero todos ios
cambios se debieron a resorcion. DZ y CLZ indujeron débil toxicidad para la
misma dosis de NIT. Solo se observd una muerte fetal en el grupo tratadc por
OXA El numero de resorciones aumentd gradualmente entre las dosis de 0 a
100 mg/kg, pero ia incidencia de malformaciones no cambié en forma
importante porque solo estuvo circunscrita a 7 sindactiias. Con ia
administracion de NIT después del dia 10, se observaron menos
malformacicnes, por el contrario antes del dia 10 hubo muchas

malformaciones’”.



El DZ, en gineco-obstetricia, se ha usado con éxito como premedicacion
del parto, en el tratamiento de amenazas de aborto, en casos de actividad
prematura del utero, de placenta previa, de eclampsiay pre-ecilampsia, sin

110,18

gue a Juicic de algunos autores produzca efectos secundarios indeseables

en la madre o en el producto. Sin embargo, desde 1969 Flowers et al”
observaron que los recién nacidos de mujeres tratadas con DZ durante el parto
presentaban hiporreflexia, hipotonia, hipotermia, depresién neurolégica vy
respiratoria y que el Apgar al minuto de nacimiento erade 5a 6 La disminucion
del Apgar también fue observada por Scher et al.’® en hijos de madres que
recibieron 20 mg. del farmaco durante el trabajo de parto y una disminucion
significativa de la frecuencia del ritmo cardiaco de la que se recuperaban a i0s
65 minutos. Los hijos de las mujeres con eclampsia o preeclampsia gue
recibieron durante el embarazo dosis de DZ de 15 a 147 mgkg de peso
corporal, presentaron depresion respiratoria y neurciégica, hipotonia y ausencia

de refiejos primitivos. La recuperacion de los nifos se produjo después de

varias horas e incluso dias.

Efectos adversos semejantes fueron informados por Mc.Carthy et al.”,

=

Owen et al’™® Cree et al® y Rowlatt™, cuyos resuitados han mostrado
consistencia externa a pesar de las diferencias en los disenos de estudio y en la
validez interna (Cuadro 5). Haram® y Rementeria et al® observaron ademaés

sintomas de intoxicacion como sedacion, depresion respiratoria, calificaciones



Apgar bajas, letargia, hipoactividad, hipotermia, distonia. irritabihidad, hipotonia. y

sintomas extrapiramidales

AUTOR OWEN (1972)"" CREE (18973)" Mc CARTHY (1973)7 |  WALSS (1902)'"*
TIPO DE ESTUDIO Prospectivo
o Casos y controies Casos y conircies Serne de casos lengitudinal
SELECCION DE LA} Mueres con embaraze | Mujeres con | Mujeres con embarazo | Mujeres con embarazo
MUESTRA y TA elevada preeclampsis _ tatermine  lyTAelevads = |
NUMEROC DE 25 32 2 3B
| PACIENTES o | I
i h antes cel Sh 24 h  antes def
TIEMPO DE ? nacimiente nacimiento
 EXPOSICION k. o -
10-30 3C-200 100y 180 0
DOSIS (mg)
< Angar e ripotermia ¥ Apgar Ninguno 1
RESULTADOS Hipotermia
No desarrolla | Parcial contrel  de | No desarrolia | Desarroila
VALIDEZ INTERNA mecanismos para &l | sesgos mecanismos para el | mecanismos paia el
control de sesgos control de sesgos contrul de sesgos
Resultados no | Resuttados no | Resultados no | Resultados
VALIDEZ EXTERNA | extrapolables extrapolables extrapolables exirapoiables

CUADRO &. EFECTOS DEL DZ EN EL RECIEN NACIDO

Trabajos en fetos de raton de 18 dias de gestacion demostraron que el
DZ produce alteraciones histologicas en la retina”, el corazén®, ios rinones™*
y l0s pulmonesas, Estos uitimos habian alcanzado la etapa alveclar del desarrolio
pero presentaban zonas colapsadas, engrosamiento del epitelic y cantidades
menores de secreciones, alteraciones que pueden ser las causales del coior
ciandtico de la piel y, en parte, de ia depresion respiratoria encontrada en

estos fetos®



En fetos de 16 dias de gestacion el DZ también aitera la estructura
histolégica del estomago. del intestino, dei pancreas y del mesencefalo, donde se
encontro aumento de la longitud de ias celuias, aspecto vacuoiado del
citoplasma y nuclecs veluminosos con la cromatina atipicamente distribuida

segun se sabe por comunicaciones formales " '*°

En el testiculo de ratones de la cepa CD-1 de 35 dias de edad, que
recibieron DZ durante la gestacion, se ha encontrado menor cantidad de
espermatozoides en el lumen tubular. mayor cantidad de celulas de Leydig con
nucleos mayores, cromatina distribuida en grumoes gruesos y citoplasma vacuclar
redundante, lo que se ha interpretado como un retardo en la espermatogenssis
como resultado de la interferencia de la maduracion testicular al interactuar €!
medicamento con los RP-BDZ o con la formacion del uso acromatico™™. En e
raton adulio tratado de manera cronica con DZ. se ha encontrado adeigazamiento
dei tubo seminifero con incremento de la afinidad por colorantes &cidos
principalmente en las células de Leydig v reorganizacion de la cromatina de las
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celulas de la estirpe germinal’ ~, lo cual concuerda con los hallazgos histologicos

en el testiculo de ratones jovenes'™.



En la ultraestructura de! corazon™, la placenta® y la célula de Sertoli'™” se
ha demostrado que el DZ provoca un aumenio en ia cantidad de las cisternas
y vesiculas del complejo de Golgi, presencia de elementos membrancsos,
distension del reticulo endoplasmico rugoso, existencia de enormes vacuolias
rodeadas por numerosos granulos de glucogeno y nucleos voluminosos con
abundante cariolinfa, con la cromatina en grumos gruesos adneridos con

frecuencia a la membrana nuciear.

Los estudios en fibroblastos cultivados realizados por Breen™ asi como
los de Stenchever® y .E;taiger90 en leucocitos humanos sometidos a
tratamientos in vitro con DZ. indican que el farmaco causa rupturas
cromosomicas (Cuadro 6), aun cuando 1 wvivo  existen  mecanismos
homeostaticos que podrian medificar su accion, y es probable que el aspecto de
la cromatina observado en los nucleos de las ceélulas de! arbol respiratorio y de
los fibroblastos se deba a este tipo de ruptura cromosomica™ pues, por los
trabajos de idanpaan-Heikkila et al.”? y los de Erkkola et al.”®, se sabe que ei DZ
y sus metabolitos circulan en la sangre fetal en cantidades equivalentes a las

gue se agregaron a los cultivos de fibroblastos y de leucocitos humanos.
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AUTOR STENCHEVER (19691 | STAIGER (19707
TIPO DE ESTUDIO Simpie ¢ bidimensional muttivaiente Simple o bidimensional multivalente |
' SELECCION DE Sangre de 1 donader sano, una solatoma Sé_ri_é};_ de 4 donadores desconociendose |
LAS MUESTRAS esiadoc de salud. con ftomas a diferenies
i e tierpos : Ll =
TIEMPO
DE EXPOSICION f2h 2h
| NUMERC DE i itk
CARIOTIPOS 200 i 500 100
CONCENTRACION il i e’ e S T |'_ ]
DE DIAZEPAM (ug/mi) g | o1 10 20 0 | 0 J 1C | 20
N NS S IR | S
NUMERO DE i
RUPTURAS i Se desconocen
CROMOSOMICAS 3 G 15 82 I B I
|
% DE RUPTURAS ] : | ! [
CROMOSOMICAS 18 3 75 164 122 45 [ 51 i 24
|
N B |
EFECTOS
CITOTOXICOS - = 4 LR Se desconocen
— o 5 S : .
CONTROL DE
VARIABLES Constancia de las condiciones Se desconocen
EXTRANAS
VALIDEZ EXTERNA o o DR
Resultados ro extrapolables Resuliagos no extrapolales
CUADRO 8. ESTUDIOS /N VITRO DEL EFECTC DEL DZ EN CROMOSOMAS DE LINFOCITOS HUMANOS. bt
‘ sin efecto ** alteraciones leves *** dafios importantes

De acuerdo con estos estudios™, existe una correlacion dosis-
respuesta en cuanto al numero de celulas alteradas, pero no en cuanto al tipe de
dafno celular, ya que este es el mismo en todas |as células scmetidas a diversas

dosis

Una probabilldad mas para explicar la accion periferica de eslos

compuestos es que los RP-BZD que existen en el higado, rifdn, corazon,

25,2930 54 91

pulmon, placenta. cerebro y testiculo unan BZD en el nucleo o en la

membrana nuclear, io que podria aumentar los efectos toxicos del farmaco al



formar complejos de macromoiéculas intraceiulares que modifiguen

directamente el metabolismo  de los  acidos nucieicos Y,

secundariamente, el de los organelos citoplasmicos™ Estas conclusiones se
sustentan en los hallazgos de Andersson y cols. quienes encontraron que el
inhibir los

DZ detiene la mitosis en la prometafase al la separacion de

centriolos, y de Stenchever y Smith™ quienes consignaron en un estudio in vitro

que, en los cveocitos de raton, detiene la meiosis {(profase |, Cuadro 7)

contiol

contral

control

AUTOR BREEN Y STENCHEVER Y CLARK Y RYAN ANDERSON (18811
STENCHEVER SMITH (1981)™ (1980
- (197™
TiIPFO DE ESTUDIO BIDIMENSIONAL SIMPLE Factonal
MULTIVALENTE 4
TIPO DE Fibroblastos humanos | Ovocitos de  raton Células 3T3 Celulas JOK-1
MUESTRA cepa CD-1
TIEMPO DE N
EXPOSICION o 17h 26 h 6h
CONCENTRACION ) ;
DE DZ (ugfml} 10y 20 1.10,20 30,50, 100y 1060 =)
200
eFECTO Alteraciones Detencion de ta | Biogueo de la mitesis | Detencion de la mitesis
citoplasmaticas meiosis it e e
CONTROL DE Constancia de las| Constancia de las| Constencia de las| Conslancia de las
VARIABLES condiciones cendiciones condiciones condiciones
EXTRANAS experimentales y grupo | experimentales v grupo | expenmentales y grupo | expenmentales y grupo

control

VALIDEZ INTERNA

8i Si Si | Si
[ VALIDEZ EXTERNA | Resultados | Resuttados Resuliades Resultados
extrapaiables extrapolanies extrapolables | extrapelables
CUADRO 7. EFECTOS DEL DIAZEPAM EN LA ESTRUCTURA Y DIVISION CELULAR.
Muchas drogas que se administran duranie el embarazo como |os

antihipertensivos, simpaticomimeticos, anticonvulsivos. antipsicoticos,
antidepresivos y ansioliticos, tienen como sitios blanco componentes criticos

de neurotrasmision mediada quimrt:arner1ie‘°"5



Estudios del desarrolio de la neurotrasmision han revelado que los
componentes de la trasmision quimica en neurcnas especificas aparecen muy
temprano en el desarrollo del cerebro y que el desarrolio cerebral responde de
una manera predecible a muchas drogas psicoactivas™ La interferencia con
mecanismos especificos de la neurotrasmision guimica durante el desarrollo, se

ha observado que altera el curso del desarrolio rieural™

En las ultimas décadas, muchos infermes han aparecido demostrando
efectos duraderos en neuronas especificamente después de una exposicion
prenatal a varias drogas psicoactivas incluyendo al DZ”. Una pregunta generada
por tales informes es si la induccion de alteraciones neurales depende de una
dosis critica. Sin embargo. mientras algunos estudios han  revelado
deficiencias funcionales en ratas adultas expuestas prenataimente a DZ a dosis
muy bajas, del orden de 1 a 25 mg/kg/dia, los primeros estudios indicaron
pocoe efecto en los hijos después de la exposicion prenatal a DZ a dosis hasta

de 200 mgikg/dia™.

Cuando se empezaron a identificar las consecuencias de la
exposicon prenatal a drogas terapeuticas, existia poca evidencia acumulada que
analizapba ios efectos de la exposicion durante el desarrollo a neurotoxinas que
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destruyen selectivamente ios sistemas neurctrasmisores Este tipe de

estudios puede proveer guias importantes para disenar la busqueda de lcs



efectos de la exposicion en el desarrollo a drogas de accion central que
interactuan con mecanismos relativamete selectivos (como las enzimas para la
sintesis de neurotrasmisores, los mecanismos de recaptura o 10s receptores de
la trasmision). Por lo tanto, los efectos a largo plazo de la exposicion a tales
drogas se espera que sean totalmente seiectivos y con una capacidad de
respuesta del cerebro con dano farmacoldgico que refleje la afeccion de los

mecanismos relacionados con el desarroilo normal®™

Al respecto, Kellogg et al'” presentaron datos que demuesiran que Iia
exposicion prenatal de ratas a DZ conduce a aiteraciones en la respuesta central
y periférica para mediar el estres en las crias en edad aduita, asi como
alteraciones en el reflejo acustico y su modificacion por estimulos
subumbrales, a dosis de 1 mg/kg/dia. La relacion dosis-efecto para Ia
respuesta aiterada al estrés difirid de la observada en ias funciones auditivas
alteradas, lo cual indica que a traves de la evaluacion de las consecuencias de la
exposicion prenatal a drogas se necesitan utilizar varios métodos evaluativos
de la funcionalidad. No obstante, lo mas importante es que los resultados
apoyan la hipotesis de que la expesicion a drogas in utero puede inducir
alteraciones a largo plazo en el sustrato nervioso de la regulacion de distintas

conductas de los hijos con las resultantes consecuencias funcionales.
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Es interesante mencionar que los estudios de los efectos del tratamiento
prenatal con DZ han encontrado alteraciones postnatales en la maduracion
de la actividad motora espontanea, en la actividad motora de campo abiertc , en
el de escape®™ vy en el reflejo aclstico'™ No obstante, los trabajos
neuroquimicos en los tejidos cerebrales en ratas afectadas conductualmente, no
han podido identificar un mecanismo neuronal especifico que pueda ser
responsable de que las alteraciones funcionales inducidas por DZ persistan

hasta la edad adulta'®

. pero si se ha encontrado que la exposicion pre y
postnatal a DZ reduce el nimero de receptores opicides en ia corieza y en el
nucleo estriado en ratas de 14 dias de edad Esta evidencia apoya la existencia
de una conexion funcional entre los sistemas opioides y los benzodiazepinicos
- GABAérgicos, y sugieren gue la exposicion prenatal altera el desarrollo de la
conducta que se relaciona con cambios en las caracteristicas de los
receptores opioides, ya que tanto éstos como los R-BZD aparecen en el SNC casi

' En apoyo de esta idea, existe evidencia

al mismo tiempo durante la gestacion
de que la exposicion prenatal a DZ puede influir funciones propias de la etapa
aduita. En un estudio conducido en ratones machos adultos que recibieron dosis
equivalentes a las terapéuticas humanas del G6 al G17, se encontro alteracion de
la conducta sexual, al incrementarse el numerc de pausas y de caidas durante

los trenes de monta con intromision peniana en la fase copuiatoria, lo que se ha

interpretado como una modificacion permanente del sustrato GABAérgico de la



neurotransmision, en el SNC y la médula espinal, que se requiere para la

expresion de la conducta sexual''®.

Finalmente, baste como corolario e! decir que durante muchos anos, el
uso de distintos medicamentos durante la gestacion estaba dirigido al
tratamiento de diversos padecimientos maternos, pero ahora que se ha
implementado la capacidad de diagnosticar padecimientos fetales, la
prescripcion de drogas a la mujer embarazada incluye también al paciente
intrauterino. Por ello, el conocimiento de la farmacoiogia fetal es un
prerrequisito obhigatorio que nos permitira determinar cuales agentes
farmacologicos pueden producir efectos deletéreos y cuales pueden emplearse

con seguridad y beneficio tanto para la madre como para el feto.



Dado que la exposicion prenatal a DZ produce cambios histologicos simiares en

84

la retina®’ el corazdén®, los nifiones™ ™ los pulmones™, el cerebelo™ '™ Ia

4 it 128

tibia'”’, el estomago'”, el intestino'”, el mesencéfaio’™ y el testiculo™ """, asi

como cambios conductuales a largo plazo en la actividad motora espontanea, en
la actividad motora de campo abierto | en el de esc.apeﬁ‘“_ en el reflejo

£ 18
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acustico™ y en la conducta sexual de machos de raton''°, se ha postulado gue

et farmaco ocasiona cambios celulares con repercusion funcional

Sin embargo, no se cuenta actuaimente con informacion sobre  su
influencia en la estructura y funcion del aparato reproductor femenino, por o

cual. ios propositos del presente estudio fueron

a) Demostrar si existen alteraciones en la estructura microscopica ovarica
de ratones expuestos a diazepam durante la gestacion.

b) Si tales anomalias son semejantes a las detectadas en otros drganos®’
#9,92,107,108.110.122.126.127128 4o animales tratados con el farmaco.

c) Si dichas anomalias se asocian a alteracion de los patrones

conductuales reproductivos, que son altamente sensibles a

modificaciones de los niveles de hormonas.
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d) Si las alteraciones morfologicas y conductuales observadas persisten

postnatalmente.



MATERIAL Y METODOS

a). ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Se utilizaron ratones de ia cepa CD1, 40 hembras virgenes y 14 machos con
pesos que fluctuaron entre 25-30 g y 30-35 g respectivamente, mantenidos a
temperatura constante de 20° a 22°C, ambiente libre de patogenos, cicles de
luminacion de 12 por 12 h iniciando a las 7 00 AM, alimentacion con Purina
Chow ® y accesc al agua ad libitum. Los ratones se aparearon en una
propercién de 3 hembras con 1 macho, de ias 7.00 a ias 7.30 AM, la presencia de
tapon vaginal se tomé como el inicio de la gestacion (dia 1 o G1). Los animales
gestantes se distribuyeron al azar en dos grupos con igual numero de animales
el primero, se sometid a tratamiento subcutaneo (SC) con diazepam (Valium ® |
a una dosis diaria de 2.7 mg/kg de peso corporal™ '™ del 6° al 17° dias de

]

"y el segundo, recibid volumenes SC equivalentes a oS

gestacion
invectados con el diazepam (16 ul) de solucion salina isotonica durante &l
mismo periode. Entre los dias 18 y 19, las crias de ambos grupos nacieron

espontaneamente. E! parto se wvigild, se observaron sus caracteristicas

N

morfolégicas externas, su conducta. y se reanimo y calentod a los neonatos Todas

las crias se pesaron y transfirieron con hembras nodrizas en una relacion de 3



tratados o experimentaies (E) y 3 controles () para ser amamantados hasta los
21 dias. Los valores somatometricos se registraron semanalmente desde el

nacimiento hasta la etapa aduita (63 dias).

b). ESTUDIO MORFOLOGICO DEL OVARIO.

De cada uno de los grupos de animales tratados y controles, 10 fueron
sacrificados al nacimiento, un numero igual a los 35 y a los 63 dias de edad. En
todos los casos se exirajeron ios ovarios. se fyaron en formol amortiguado con
fosfatos a pH de 7.0 y en liquido de Zenker, se deshidrataron y se hizo una
doble inclusion en celoidina y parafina-parapiast. Los blogues se cortaron en un
microtomo de parafina a 3 um de espesor en los de recién nacidos y los de 35
dias. y de 5 um en los de adulios (63 dias) se tneron por los metodos de
hematoxilina-eosina y el tricromico de Mallory y se estudiaron en el microscopio
fotonico (Polivar, American Optical®) con el fin de observar la morfologia
celular, la afinidad tintorial y la relacion ndcleo citoplasmica de ias diversas

estirpes celulares de los foliculos y los cuerpoes iuteos.

En los amimales adultos se tomaron frotis vaginales antes de ser
sacrificados para cerciorarse que iodos estaban en la fase de estro vaginal (los

frotis de exudado vaginal se tomaron a las 7:00 h). con lo que se permitio la



comparacion en fases equivalentes. Una vez tenidos los cortes por ei meétodo
de hematoxilina-eosina, se fotografiaron con el objeto de  hacer una
reconstruccion tridimensional del organo y sobre el papel fotograficc se
efectuc el recuento de las diversas clases de folicules, incluyendo los

atrésicos y el de [os cuerpos luteos.

De otro grupo de 5 animales fratados y 5 controles adultos de 83 dias
de edad, los ovarios obtenidos se fijaron en una mezcla de glutaraldehido al
2.5% y paraformaldehide al 1% (v.v en agua bidestilada), se postfijaron con
tetroxido de osmio al 1% diluido en amortiguador de cacodiiate de sodio 1M a
oH de 7.2, se incluyeron en resina epoxica, se cortarcn a 300 nm de espesor,
se tineron con azul de toluidina y se seleccionaron exclusivamente los gue
presentaban cuerpos iUteos recientes, en ios cuales se determind la cantidad

de células luteinicas por mm® v se observo su morfologia.

Los datos obtenidos mediante el estudio morfometrico de los foiicules y los
cuerpos liteos, se analizaron mediante las pruebas de y° y t de Student a un
nivel de significacion («) de 0.05 A los datos somatometricos de las crias, su
distribucion por sexcs y el tamano de ias camadas, se les aplicd la prueba de
regresion lineal y coeficiente de correlacidn de Pearson, lo gue faciliio la

comparacion de su tasa de crecimiento.



c) ESTUDIO CONDUCTUAL

Se ulilizaron 21 hembras y 7 machos de ratones de la cepa CD1, gue fueron
expuesias prenatalmente de manera simuitanea e idéntica a la realizada en el
estudio morfologico hasta el dia 21 de edad, en el que se destetaron y se
mantuvieron en las condiciones ambientales y de alimentacion ya descritas
desde esia edad nhasta el 6° mes. en que se probd ia conducta sexual
espontanea de las hembras frente a machos procedentes de las mismas
camadas con el siguiente esquema de apareamiento. hembras y machos £,
hembras £ con machos 7, hembras 7 con machos £y hembras T con machos 7.
Cada apareamiento se considerd como prueba experimental y se llevo a cabo
durante 30 min de la fase oscura del fotoperiodo, entre ias 4.00 y las 6.00
AM. La fuente de iluminacion fue una fotolampara infrarroja (A= =640 nm) El
registro se hizo en videocintas con el objeto de analizar de manera detsllada
las conductas precopulatoria y copulatoria de los animales de los grupos
mencionados para establecer similitudes vy diferencias entre ellos y con ia
observada en los ratones de la colonia bao las mismas condiciongs

ambientales
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En la fase copulatoria de cada prueba se midiercn:

a) El indice de lordosis (IL) desarroliado por las hembras que al ser montadas
fueron receptivas, dicho indice corresponde al numerc de montas en que las
hembras tuvieron fordosis (ny), entre el numero total de montas con ¢ sin
lordosis (nw): IL = N /N

b) La intensidad de la lordosis expresada en 3 grados de acuerdo a la
posicion dei eje longitudinal de la cabeza en relacion al dorso. Se
considero el grado | cuando la nariz del animal estaba dirigida hacia el piso
de la caja, el il cuando la cabeza estaba en linea recta con respecto al dorsoc
del animal y el lll cuando Ia nariz se dirigia hacia e! techo de la caja

c) La duracion de los trenes de monta por hembra, expresaca en

segundos.

Los valores obtenidos en las variabies "a" vy "b" son discretas por lo
cual fueron procesadas por la prueba de x; para K muestras independientes con
coeficiente de contingencia C a un nivel de significacion de 0.05. en tanto que la
variable "¢ se analizo por una escala de intervalos, que se proceso con |a

prueba de “t’ de Student, con un nivel de significacion de 0.05.



'RESULTADOS

1. ESTUDIO MORFOLOGICO

Al observar las caracteristicas morfologicas externas de |as crias recien
nacidas tanto de los ratones testigo como de los expenmentales no se
detectaron malformaciones congenitas, perc cabe aclarar que 3 neonatos
axperimentales machos (0.75%) murieron poco despues de nacer, con francos
signos de depresion neurciogica y respiratoria refractarias a las maniobras de

reanimacion.

2 ESTUDIO MORFOLOGICO DEL OVARIO

Los ovarios de las crias T recien nacidas se localizaron en la pared dorsal de
la cavidad abdominal, debajoc de [os rinones. Mostraron una capsula fibrosa
0 tunica albuginea delgada, con escasas fibras de colagena, ia cual
estabs tapizada por un mesotelio plano, bien diferenciado. Su corteza

e

un

ocupaba el 75% de ia superficie total de ios cortes (Figura 4), en ella
pudieron identificar abundantes  foliculos primordiales, organizados en
nidos que formaban conglomerados celulares denscs, en donde la pared de
cada foliculo estaba constituida por una capa de  células epiteiiales
pavimentosas con un nucleo compacto, basofilc, que sobresalia de a

superficie celular y escaso citoplasma debiimente acidofiio
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Fiaura 4 Ovano de raton recien nacido que rectbio solucion fisiciogice
region cortical Ovocre dentio de un foliculo primordial (A), Calu folicular
(D} Espesor 3um. ampliacion 360x, tincion de Mallory

te la gestacion (7). Se muestra un corte de la
(B) Tunica albuginees (€} Fibras de coiagena

Figura 5. Ovario de raton recién nacido T Se muestra un corte dge la region cortical en el que se identifica al nucleo del
ovocito (A) v su citoplasma (B}, as! como fibras de colagena perifcliculares (C) y un vaso sanguineo (D). Espesor 3um
amphacion 360x, tincion de Maliory



El ovocito primario rodeado por las células foliculares, tenia un
nucieo central, prominente, con un diametro promedio de 24 + 0.7 um, cuya
heterocromatina mostraba dos tipos de granulos. uncs finos homogeneos.
basofilos. que se encontraban distribuidos enire otros de mayor tamano
con basofilia mas intensa, dispersos en la cariolinfa débilmente tenida.
El citoplasma, que tenia una area de diametro equivalente al del nucieo
mostro finas granulaciones acidofilas (Figura 5). Entre |os nichos foliculares
se encontraba el estroma con fibroblastos que formaban laxas fibras de
coiagena que ocupaban los intersticios, en las cuales también habia
abundantes vasos sanguineos con paredes endoteliales tipicas. La medula
estaba constituida por un estroma con mayor cantidad de fibroblastos que
formaban mas proporcion de fibras, Io que lo hacia mas compacto, entre
este tejido habia una red de vasos de mayor calibre que los observados en ia

region cortical los cuales se ramificaban de manera radial en esta zona

En los ovarios de los animales £ se encontro que la organizacion
del tejido de la corteza y de la médula era similar a la observada en los
animales 7. La corteza ocupaba alrededor de las tres cuartas partes de ia
superficie de los cortes (Figura 6) El mesotelio plano y la tunica albuginea
eran de estructura semejante a la de los organos de los animales T. los
richos foliculares, también iocalizados en la corteza, eran abundantes y se
encontraban separados por un estroma laxc. con menor proporcion en fibras

de colagena (Figura 7).



Figura ©. Ouario de ratorn > n diazepam &) En el corte se puede distinguir la

ona cortical (A) de la medular (B! Espesor 3um. ampliacion 200x, incion de Mallory

Figura 7 Ovano de raten recién nacido £ Se muestra un corte de la region cortical en el que se aprecia un grupod de mchos

foliculares (A). fibras de colagena del estroma (B} v 13 tunica albuginea (€1 Espesor 3um, amphacion 320x, tincion de

Mallory



a

El citoplasma de las celulas foliculares mostro mayor afinidad por los
colorantes acidos, el diametro de sus nucleos fue significativamente mayor
(p<0.05), con heterocromatina dispuesta en grumos gruesos. gue con

frecuencia estaban adheridos a la membrana nuclear.

Los ovocitos presentaron un Iincremento significativo (p<0.05) de
diametro nuciear (x= 28 + 04 um) su heterocromatina se encontraba
organizada de manera distinta. ya que se observo presencia de grumos de
heterocromatina abundantes en la periferia asociados a la membrana nuclear
(Figura 8). El aspecto del estroma medular y el de los vasos era semejante

al observado en I0s organos provenientes de sus controles.

Figura 8 Ovaro de raldn recién nacido £ En el coite se sefalan aigunos nucleos de ovocitos con grumos de
heterocromating abundantes en la periferia, asociados a la membrana nucleal (A) y una parte del estroma medular junto con
un vase sanguineo (B). Espesor 3um, ampiiacion 320 tincién de Maltory



En los animales 7 de 35 y 63 dias, los ovarios se localizaron en la pared
posterior abdominai, por debajo de los pelos renales inferiores, eran de forma
gicbular y coloracion rosada y estaban cubiertos por un mesotelio deigado.
bajo el cual se encontraba la tunica aibuginea con estroma laxo. La zona

.corticai constituia fa mayor parte del ovario en la que se encontraban
foliculos ovaricos en diferentes etapas de maduracion y atresia cuerpos
luteos activos y en fase de involucion, cuerpoes blancos y estroma con los

vasos nutricios (Figura 9)

Figura 9 Microfotografia panoramica dei ovario de un raton de 35 dias 7 La tunica albuginea (A) se ha separado del organo
por accion de los fijadores Se pueden identficar un foliculo secundana antral (B), otro preantral (C) un cuerpo iuteo activo
(D} uno inactive (E) y el estroma de la regidn medutar (F) Espesor 3um, ampliacion 32x tincion de Mallory



Los foliculos primordiaies eran escasos &n relacion con los observados
en los ovarios de las hembras recien nacidas y aun cuando ya no forrmaban

nichos, su aspecto histologico era similar al de aguellos

Los foliculos primarios tamobien se localizaron en la zona corticai
cercana a la tunuca albuginea, estaban constituidos por una sola capa de
células foliculares cuibicas. revestidas por una membrana basal tefida
tenuemente, su citoplasma era acidofilo con granulaciones finas y su nucleo
basofilo mostraba escasa heterocromatina distribuida de manera
homogenea. La relacion nucieociloplasmica era de 1 1. En la parte central
se localizaba el ovocito, con citoplasma granular acidofilo y nucleo ovoide

basofilo con heterocromatina de aspecto reticuiar (Figura 10)

Figura 10 Microfotogratia de un corte de ovario de raton ae 35 dias ' Se zefiala un foliculo pnmario en la zana corlical. Se
distingue &f nuclec del ovocito (A}, las células foliculares (B), 1a teca aun no diferenciada (C) y un vaso sanguineo (D)
Espesor 3um, ampliacion 128x, tincion H-E



i

Los foliculos secundarios preantrales se encontraron dispersos en
toda ia corteza pero habia una tendencia a ocupar el area mas superficial a
medida que aumentaba su celularidad y talla. Su pared estaba constituida
por una capa de ceélulas tecales parcialmente diferenciada, con escasas fibras
laxas de colagena orientadas en sentidc paralelo a ia membrana basal y
algunos vasos de pequeno calibre Por dentro de la membrana basal se
apreciaban numerosas celulas foliculares poliédricas, con citopiasma grumoso
levemente acidofilo, de limites bien definidos, con un nucteo centrat que
ocupaba una superficie equivalente a la del citoplasma La cariclinfa
estaba constituida por granulos finos de basofilia moderada y escasocs
granulos  heterocromaticos, caracteristicos de esta estirpe de céluias. Otro
grupo de ceélulas foliculares, formaban el esbozo de la corona radiada que
rodeaban al ovocito y emitian delgadas prolongaciones ciloplasmicas que
atravesaban la zona pelucida en desarrollo y establecian contacto con
la superficle ovular, estos les conferian caracteristicas diferentes a las
de las granulosas aun cuando el citopiasma y nucieo eran similares El
ovocito de cada foliculo ocupaba la region central de la corona radiada, su
forma era esférica y el citopiasma abundante, finamente granular, acidofilo y
estaba rodeado por una zona pelucida delgada y basofilia. Su nucieo se
encontraba discretamente excentrico, limitadc por una membrana gruesa. ia
cariolinfa tenia poca afimdad por los colorantes v la heterocromatina
intensamente basofila se distribuia de acuerdo con un patron radial (Figura

i),



Figura 11 Microfotografia de un corte de ovaro ae raton de 35 dias | Se sefala un foliculo secundaric preantral en el cual
se aprecian el ovocito tien deiimitado por la zona peltcida y en su inferior el nuclee excéntrico (A) las células foliculares de
‘a futura corona radiante (B), las de la granulosa (C) las tecailes en aferencracion (D) y vasos sanguinecs (E). Espesor
3um, amphacién 128x, tincion de Mallory

Los foliculos secundarios antrales se localizaron en la parte mas
externa de la corteza, separandoios del mesotelio una delgada capa de
células granuiosas y rodeados por tejido tecal bien diferenciado. con fibras

ordenadas de manera circular La teca externa avascular. poseia



abundantes fibras y la interna, vascuiar, pnincipaimente celulas tecales; éstas
eran fusiformes con citoplasma avido a colcrantes acidos y nuclec pequefo
con moderada cantidad de helerocromatina Las celulas foliculares se
encontrarcn organizadas en el interior del folicuio en sus tres variedades. El
grupo mas numeroso o constituian las granuiosas, tormando la parad del
foliculo con 3 © 4 capas de células poliedricas de iimites bien definidos, con
una relacion nucleocitoplasmica de 11, de aspecto grumoso, con algunas
gotas lipidicas y moderada afinidad por Ios colorantes acidos; sus nucleos
eran centrales, basofilos. con fragmentos heterocromaticos escasos v
dispersos. Las celulas del cumulo ovigero maostraron uniones mas iaxas y su
citoplasma era mas palido. Las células periovulares (futuras céiulas de ia
corona radiante) se hallaron formandc una sola hilera compacta, con
citoplasma y nucleo similares al de las granuiosas, pero con prolongaciones
citoplasmicas en direccion a la superficie ovular, atravesando la zonz
pelucida y confinendo al ovocito un aspecto radiante. Este uitimo se rodeaba
de una gruesa zona pelucida que tenia homogénea € Intensamente con
colorantes basicos; la membrana plasmatica pudo apreciarse; el citoplasma
era abundante en una proporcion 4:1 en relacion al nucleo, de apariencia
granular fina y con afinidad moderada por los colorantes acidos; el nucleo,
discretamente excéntrico y de mayor tamafo que el de los ovocitos de
foliculos preantrales, contenia heterocrematina conformada por una serie de

puentes gruesos que le conferian un aspecto reticular (Figura 12).



Figura 12 Microfotografia de un corte de ovario de raon de 35 dias T Se muestra un foliculo secundario antral en cuye
interior se halia el ovocito con su nicleo excentrico (A) y una gruesa zona peilcida tefida en azul (B) Alrededor de ésta se
encuentran las celulas foliculares de ja futura corena radiante bien diferenciadas (C), despues las ael cimuio ovigero (D), v
en ia periferia las de la granuiosa (E), separadas poi el antro folicular (F) Por fuera de la mebrana basal gue tifie débilmente
de azul, se localizan |as de fa leca interna (G) y, de una coloracién mas oscura por sus fibras de colagena, las de lz teca
externa (H) Espesor 3urm amphiacion 320x hincion de Mallory

Algunos foliculos secundarios, principalmente antraies, se observaron
en proceso de atresia, con adelgazamiento de su capa tecoluteinica, colapso
parcial del antro, presencia de globulos lipidicos gruesos entre ias células de
la granulosa vy vacuolas intracitoplasmicas, dando a esas células un
aspectc grumoso grueso, pero sin cambiar su afinidad tintonal, algunos
nucleos eran francamente picnoticos, en tanto que en otros se observoé mayor
proporcion de heterccromatina, ias células del cumuio se hallaron dispersas.
con caracteristicas nucleocitoplasmicas semejantes a las de ta granulosa,
patron Qque se presento tambien en las celulas periovulares, ias cuales

ademas eran de menor tamano. La zona pelucida se enconird adelgazada y



Asfarmada o totaimento plagana k| nuncito ca ohearyn ecolapeadn  ron ol
croplasma mas avido por (08 colorantes acidos y el nucleo denso y reducido

de tamano (Figura 13)

Frgura 13, Microfotografia de un corte de ovanio de raton de 35 dias | con un folicuic secundario atresico Las capas tecales
se han adeligazado v desorganizade (A), el antro na desaparecido casi en st tolalidad (B), las celulas folicufares muestran
aversos grados de picnosis y granulaciones lipidicas intracdopiasmicas (C}. La zona pelucida esta deformada y de grosor
irreguiar (). El cloplasma del ovacito contiene granulacicnes gruesas (E) y es posible identificar un huso acromatico (F)
Espesor 3mm, ampliacion 320x, tincion de Mallory

Los cuerpos luteos activos consuiuian  estructuras voluminosas
de forma varnable que ocupaban principaimente a region corticai Estaban
envuelios por una capa fibrosa vy en &l intenor las células luteimicas  su
elementc mas abundante. se organizaban formando cordones que e
conferian su arquitectura reticular Estas tenian forma poliedrica, contornos
bien dehmitados y citoplasma abundante y granular fino que tefia de manera

nomogenea con los colorantes acidos, dando al cuerpo amanlic su caracter



distintive Su nucleo era ovoide basofilo  guardaba una relacion 12 con &l
citoplasma y exhibia una cromatina granular finamente distribuida con uno o
dos fragmentos heterocromaticos nucleolares al centre En menor proporcion
y generalmentie adyacentes a los vasos, se identificaron a las ceélulas
paraluteinicas de forma esteiar o tusiformes, con citopiasma escaso tampien
acidofilo y nucleo central pequeno condensade Entre los cordones luteinicos

se observaron vascs sanguinecs (Figura 14)

Figura 14 Micrototografia de un corle de cvano de aton ae 35 dias T en la que se observa un cusruo liteo aclivo  Las
células luteinicas estan apifadas en forma de cordenes (A), su citoplasma es abundante y tenuemente acidéfilo, guardande
una relacion 1.2 con el nucleo Entre los cordones lufeinicos se observan algunos vascs (Bl Espesor 3um ampliacion 128X
trcion M-k



Los cuerpos luteos en involucton tenian paredes regulares. mayor
densidad celular pero con volumenes celulares notablemente disminuidos
Las celulas Iluteinicas conservaban su caracter cordonal pero sus
citoplasmas eran  grumosos Las paraiuteinicas eran muy escasas,
observandose solo esporadicamente, su morfologia se conservaba en o
generai con excepcton de su nucleo gue era francamente picnotico (Figura
15) Ocasionalmente se lograron identificar corpus albicans en la zona mas

profunda de la region cortical

Figura 15 Microfotografia de un corte de ovaio de raton de 35 dias T en la que se cbserva un cuerpe lulteo en Invoiucion
Las celulas Iutelnicas estan desorganizadas (A), su cilopiasma es escaso y grumoeso (B) Entre los cordones Iuteinicos se
observan células paraluteinicas con nucleos picnaticos (C) Espesor 3um amplacian 200x tincon de Maliory



La zona medular abarcaba una pequena proporcion dei ternitorio
ovarico, situandose excentricamente casi a manera de hilio Estaba
constituida por estroma denso con fibras arremolinadas y abundantes

vasos (Figura 9)

Los organos procedentes de los animaies £ tuvieron caracteristicas
morfolagicas macroscopicamente similares Eri las piezas procedentes de
ios animales de 35 y 63 dias de edad. el mesotelio, la tunica albuginea. la
zona medular v el estroma fueron también semejantes a las de ios animales

T (Figura 16)

Figura 18 Microfotografia panoramica del ovanio de un raton de 35 dias £ La tonica albuginea (A} se ha separado del
organo parcialmente por accion de los fijadores Se pueden identificar foliculos secundarios preantral (B) antrales (C)
atresicos (D), y el estroma de la region medular (E) Espesor Sum, ampliacion 32x tincion de Mallory



Sin embargo  las estupes tecales, las foliculares (Figura 17) de ia
linea germinal (Figura 18) y las luteinicas (Figura 19) demostraron patrones
histologicos alterados, dénticos a los encontrados en {os ovarios de  los
animales neonatos y  que consistieron en mayor afimidaa tintorial
principalmente por los coiorantes acidos, diferente  distnbucion
heterccromatica nuclear, con presencia de grumos mas Qruesos asociados
preferentemente a la membrana nuciear e incremento del volumen nuclear y

perdida de la relacion nucleoctopiasmica hailada en los animales [

e e

Figura 17 Miciofotografia de uni corte de uvano de raton de 35 dias E En =l foiicule secundanio antral, 8l nucieo del avedis,
aumentado de lamano contiene heterocromating de aistnbucion atipica ~on grumos asociados a ia membrana (A) La zona
pelucida es de caracteristicas identicas a las de los animales T (B, pero las células follculares de fa fulura corona radiante
(C). ias del cumulc ovigero (D) y las de la granulosa (E) contisnen nicleos volumincsos cor helerociomanna lamiben
attoica, modificande su refacion nuclec-citopfasmica, asi como incremento de i3 afinidad tintorial Por fuera de la memibrana
basar que tife debilmente de azul, las celuias de 1a teca mierna (Fi v externa (G) muestran los mismos cambios Espesor
i, ampliacion 320x, tincion de Mallory



Figura 18 Microfotagrafia de un corte de ovane aton de 63 dias £ Detalie de un tolicule secundarnio antral en el cual
nucled del ovocite se observa aumentado Je lamaino y con heterccromating de distnbucion atipica en grumos fuerlements
teffidos (&) La zena pelucida s de caracleristicas identicas a las de los amnimales T (B) Las ceiulas | ares de la futura
corona radiante (C) y las del cloimule ovigerc (D) contienen nucleos voluminosos gque modifican su relacion nu
citoplasmica v heterocromatina con grumos atipicos. Su patron de afinidad tintonal también esta medificada (acdoiiia)
Espesor 3pm, amplacion 320x. incion de Maillory

o

Figura 12 Microlotografia de un corte de ovano de raton de 35 dias £ en la que se observa un cuerpo luteo activo. Los
cordanes |uleinicos estan parcialmente organizados () sus céiulas muestian incremento de la finidad tintonal y nucieos
yoiurmnesos con heterocromating distnbuida de manera atipica. Entre ies cordenes luleinicos se observan 2igunos vasoes
dilatados (B} Espesor 2um. arnphiacion 200x, incidn de Mallory
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Por otra parte, los foliculos atrésicos mostraron signos histologicos
de que el proceso tuvo un inicio mas temprane y mas intenso en comparacion

con los de sus controies (Figura 20)

Figura Z0. Microfotograiia de un corte de ovario de raton de 35 dias £ cen foliculos atresicos Las capas tecales se han
adelgazadc y desorganizado (A), las células foliculares se han disociado del ovocito y muestran diversos grados de picnosis
y degeneracion vacuclar (B) La zona pelucida esta deformada y de grosor irregular (C) El citoplasma del ovocito contiene
granulaciones gruesas (E) o esta tolalmente fragmentado (F) Espesor 3um, ampliacion 320x, tincién de Maliory

Ademas, los cuerpos luteos ofrecieron  modificacion en  su
histoarquitectura, con desorganizacion de ios cordones luteinicos y lechos

vasculares mas dilatados (Figura 21)



Figura 21. Microfotograila de un corte de ovario de raton de 35 dias E en la que se observa ui cueips Uteo active Sus
celulas muestran incremento de la fimdad tntonal y nucleos volurmnosas con heterocromauna distibuida de manera atipica
(A} sus cordones luteinicos estan desorganizados (B) modificando su erquitectura Znfre los cordones iuteinicos se
observan muitiples vasos diiatades (C) Espesor 3um amphiacion 200x, tincion de Mallory

El estudio morfocitometrico comparativo que se llevd a cabo mediante
la reconstruccion tridimensional de los Organos procedentes tanto de
animales tratados como de sus controles, demostro un incremento en ia
cantidad de foliculos primarios, secundarios atrésicos y de  cuerpes
luteas En los cortes semifinos la densidad de celulas luteinicas por
unidad de superficie (mm” ) fue significativamente mayor en los cuerpos

luteos de los armmales £ (Cuadro 8)



ESTRUCTURA OVARICAS | CONTROLES [ TRATADOS
FOLICULOS PRIMARIOS 35.00 44 19

FOLICULOS SECUNDARIOS 750 B 13.65
PREANTRALES B
FOLICULOS SECUNDARIOS 250 10.47
PREANTRALES ;

ATRESICOS - i o B ]
FOLICULOS SECUNDARICS 40.00 8.30

ANTRALES o | i
FOLICULOS SECUNDARIOS 15.00 | 22.09

ANTRALES ATRESICOS

CELULAS LUTEINICAS =

T 3626+ 1374

4122+ 111.8*

CUADRO 8, ANALISIS PORCENTUAL DE ESTRUCTURAS EN CAMPOS EQUIVALENTES DE OVARIOS DE
RATONES TRATADOS PRENATALMENTE CON DIAZEPAM Y DE RATONES CONTROL.

*.P<0.05

** - Valores expresados por mm’ , obtenidos por recuento bajo ocular reticuiado en 5

determinaciones por cuerpo luteo



3. ESTUDIO CONDUCTUAL.

La fase precopulatona (proceptiva) de hembras no tratadas de ila misma
cepa, procedentes de la coicnia vy en las mismas condiciones ambientales, se

caracterizo por los siguientes patrones:

¢« Movimientos lentos y conducta exploradora de la jaula.

e Interes, reconocimiento y olfacidén del macho

» Acicalamiento y autoexploracion.

e QOlfacion de genitales del macho vy frote corporal (escarceo

precopulatorio).

La conducta precopuiatoria de las hembras E y T se caracierizo
por lcs mismos patrones, teniendo una duracion promedio de 14.5 + 1.34
min enlas Eyde 158 + 1.71 min. en las 7, sin diterencias significativas.
Las duraciones de la fase precopulatoria se correlacionaron

positivamente con el desenlace de la fase copulatoria (r = 0.81).

Durante la fase copulatona, ia duracion de los frenes de monta mosiro
tendencia a ser mas prolongado en las hembras E, sin embargo, no se

encontraron diferencias significativas (Cuadro 9).
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HEMBRAS TRATADAS | 33 18"

o vt il T s [ e e T

HEMBRAS CONTROL 2F 12~
CUADRO 9. DURACION DE LOS TRENES DE MONTA, EN HEMBRAS DE RATON TRATADAS
PRENATALMENTE CON DIAZEPAM COMPARADAS CON HEMBRAS CONTROL. TIEMPO
EXPRESADO EN SEGUNDOS.

*. xtsd (pN.S). n=18

La proporcion de hembras lcrddticas por prueba fue de 88.9% en las £
y de 50% en las T Estos valores tuvieron diferencias estadisticamente

significativas (p< 0.05) (Figura 1 y cuadro 11).

CON
LORDOSIS
50%

CON
LORDOSIS
i - s
¥ LORDOSIS

1%

SIN
LORDOSIS
50%

FIGURA 22. PROPORCION DE HEMBRAS LORDOTICAS
POR PRUEBA. E: experimentales, T: controles.
n = 18, p <0.05



Ademas, el indice lordotico medioc de las hembras £ fue

significativamente mayor {(p<0 05} (Cuadro 10)

HEMBRAS TRATADAS { 07533 + 018"
HEMBRAS CONTROL T T T T T 04841 - 042

CUADRO 9. INDICES LORDOTICOS DE HEMBRAS DE RATON TRATADAS PRENATALMENTE CON DIAZEFAM
EN COMPARACION CON HEMBRAS CONTROL.

*  xtsd (p<0.05) n=18

Las hembras E mostraron mayor proporcion de gradc {li de jordosis en
tanto que ias T tuvieron una proporcion significativamente menor del grado

i1, predominando en eilas el grado i (Cuadro 11)

VARIABLE { E T
INTENSIDAD DE LA LORDOSIS S i —  F
GRADO | ©3815% 3325 %
GRADO i ) 14 85 % 65 % *
' GRADO il 47 % * - 1.75 %
Y p<0.05 o

HEMBRAS LORDCTICAS POR T -
PRUEBA 88 9% i 50%

S {p =5 034‘I} __________

CUADRO 11. FASE COPULATORIA DE HEMBRAS DE RATON TRATADAS PRENATALMENTE CON DIAZEPAM (E}
EN COMPARACION CON SUS CONTROLES (7).




e Analisis estratificado:

En el grupo caracterizado de la colonia, el 16% de hembras mostro
receptividad espontanea, pero se observaron montas sin exhibir patron
lorddtico (33% del total de las pruebas) En el grupc de apareamiento de
hembras 7 con machos £, no se presento lordosis en el 62.5% de las
pruebas, lo que es significativamente diferente tanto en relacion con el grupo
de hembras y machos £ como con el de hembras £ con machos 7. donde la
proporcion de ausencia fue solo del 4.7% (p< 0.01). Esta proporcion fue del
12.3% para el grupo control (hembras y machos T ), en tanto que el grupo de

apareamiento de hembras y machos £ no mostré ninguna prueba sin

lordosis. (Figura 23).

T: TESTIGOS
£: EXPERIMENTALES

FIGURA 23. PROPORCION DE MONTAS SIN
LORDOSIS.
(hembras x machos)



La intensidad de Ia lordosis fue mayor en las hembras £ que en ias T
(+++ y ++ respectivamente) durante Ias montas que precedieron la
eyaculacion, principalmente en el grupo de apareamiento de hembras E con

machos £ (Figura 24)

B1EXE
B2TxE
EFEXT
G54TxT

L+ L o#++ Lo+t

INTENSIDAD DE LORDOSIS

Figura 24. Intensidad de la lordosis por grupos de
cruza (hembras x machos).
T: controles E: experimentaies
n=18

4. ESTADISTICOS

El tamafo de las camadas de ios hijos de las hembras tratadas, en

comparacion con las controies, no mostraron diferencias estadisticamente

significativas., no obstante que las experiencias previas han mostradc

una tendencia al incremento en el numero de crias de {as madres tratadas.



En este estudio el tamanoc promedio de las camadas fue de 975 =13 para las
E y de 882 t1.1 para las T (resultados sin diferencias significativas). La
proporcion de crias por sexos, fue de 1.6 1 para los animales tratados y de
1.2:1 para los control, en ambos casos en favor de los machos, los
resuitados mostraron una diferencia poco significativa mediante ia prueba de f

de Student (p = 0.065).

E! estudio somatométrico no mosird diferencias significativas entre
ambos grupos al nacimiento, durante la etapa de crecimiento ni en la adulta,
por lo cual ias curvas de incrementc ponderal fueron semejantes. El peso
promedio a los 63 dias fue de 32.13 + 13.21 g en los machos E. 31.9 + 14.03

genios 7. 2945+ 13.82geniashembras Ey 2956~ 1304 genias T.



DISCUSION

A ESTUDIO MORFOLOGICO DE OVARIO

Las alteraciones consistieron principalmente en. mayor afinidad tiniorea por los
colorantes acidos, diferente distribucion heterocromatica nuclear e incremento
del volumen nuclear, que en ios sujetos neonatos fue mas ewvidente en ias
celulas de la iinea germinal y en ias foliculares que en las del estroma. Los
mismos 1ipos de cambios persistieron en edades posteriores y se presentaron
en los ovocitos, en las celuias foliculares y en las luteinicas Estos hailazgos
histologicos son semejantes a los descritos previamente en celulas de pulmon®
de rifon®, de huesc'” de corazon®  de placenta®. de higado'™ y
particularmente, |0s encontrados en tejido testicular'™ '™ procedentes de fetos y
animales adultos tratados in utero con DZ Lo anterior sugiere que la accion
del DZ es sistémica y coincide con los resultados de los  estudios
farmacocinéticos por 10s que se ha demostrado su permanencia en diversos

tejidos fetales™ * Por otra parie, existen evidencias bioguimicas @



inmunohistoquimicas sobre la existencia de receptores de benzodiazepinas
centrales y periféricas en el SNC y de las segundas en practicamente todos los

‘-Lej- id0322_23_26,43

El incremento en el numero de cuerpos luteos, con modificacion de la
organizacion de su estructura e incremento en ei numero de celulas luteinicas,
es un hallazgo concomitante al incremento en el numero de foliculos atrésicos
La razon de la coexistencia de estos fenomenos se justifica ante la modificacion
de los patrones de reclutamiento folicular e hiperandrogenizacion ovarica.
procesos que pudieran ser el resultado de efectos gendomicos, mediados por
hormonas o gonadocrininas secreladas /n sifu, hecho que se apoya en la
evidencia reciente de la capacidad que poseén las benzodiazepinas de regular ia
sintesis esteroidea®. Por sus caracteristicas farmacoiégicas, es probabie que el
DZ actue a nivel central, modificando la secrecion pulsatil del neurceje, debide a
'a modificacion de Ia neurogénesis en etapas criticas, 1o que ha sido

22,111

demosirado en diferentes especies

Otra posible explicacién seria la interferencia "puntual’ genémica de la
droga por si misma como ha sido sugerido previamente™ También se ha
demostrado una accion directa de la droga o de sus metabolitos sobre los
organeios citoplasmices como el reticulo endomplasmico rugoso, los ribesomas,

las mitocondrias y el compleioc de Golgi, que al alterarse interfieren con la



morfogénesis y la maduracion fisiologica de los animales tratados'™ La accion
podria ser mediada por segundos mensajeros. como resultado de la activacidn

de canales de clorc enel sitio receptor de las benzodiazepinas'”

lLos estudios realizados con las diferentes metodelogias, permiten suponer
que las alteraciones inducidas por ef DZ se deben a que de manera simuitanea
interfiere con varios procesos (regulacion de la sintesis de esteroides™,

g2

modificacion de la neurogénesis en etapas criticas . alteracion en la estructura

93.94

8089 alteracion de los mecanismos de division celular e

Cromosomica

interferencia con ia morfogenesis y la maduracion fisioiéglca”?).

Los resultados del presente estudio no exploran la funcien hormenal
reproductcra de los animales sometidos a tratamiento prenatal con DZ, por o
que se precisa de evidencia experimental sobre las secreciones

neurcendocrinas durante la etapa reproductiva de tales animales

B. ESTUDIO CONDUCTUAL.

Dado que el GABA es un neurotrasmisor inhibidor, que al incrementar la

actividad del nucleo ventromedial hipotaiamico facilita la Iordosis""“ puede

suponerse que este efecto ocurre a traves de la supresion de ofro sistema



inhibidor. Se ha demostrado que el hipotalamo contiene tanto centros inhibidores
como facilitadores, y que la excitacion de algunas neuronas de la region medial
hipotalamica, puede inhibir el reflejo lordotico. Esta hipotesis ha sido abordada

por trabajos recientes’ .

Puesto que las BZD incrementan ia actividad GABAérgica sobre el iondforo
de cloro'"®, y desde el punto de vista ontogénico, la concentracion maxima de
receptores de DZ. en el cerebro de la rata. se alcanza durante el periodo
perinatal, al administrar el farmaco durante periodos criticos del desarrollo, se han

podido modificar conductas no reproductivas de manera dimorfica'"”.

Los resultados conductuales obtenidos en el presente estudio sugieren que
la exposicion prenatal al DZ no afecta significativamente la organizacion del
sustrato neural requerido para la expresion de la conducta sexual, ya que Ios
animales tratados presentan interés y escarceo durante la etapa precopulatoria,
caracteristicas de la fase proceptiva, y ilevan a cabo la fase receptiva de manera
espontanea, sin que fuera necesaria ia administracion de esteroides para la

copuiacion.

Por el contrario, la exposicicn prenatal a DZ produjo un incremento en la
receptividad, hecho particularmente notable en las hembras £ apareadas con

machos £ Esta conducta facilitadora podria corresponder a un patron dimorfico



sexual. dado que se ha encontrado interferencia con el patron de monta en
machos £''® y puede deberse a una modificacion de la accidn de esteroides
producida por el DZ y mediada por el GABA en los nucleos mediaies
hipotalamicos, requeridos para la expresion de la actividad copulatoria Este
modelo conceptual implica que el GABA y las BZD interactien a nivel central,
durante los procesos de desarrollo y diferenciacion neural, produciendo un efecto
teratologico sobre las conductas sexuales, hecho que ya ha sido demostrado en
conducias no sexuales como la actividad motora en campo abierto y €l

aprendizaje con reforzamiento continuo''’

Como es comun para otros modelos de teratologia conductual, muchas de
las consecuencias de la exposicion prenatal a DZ que involucran alteraciones en
las respuestas a diferentes retas ambientaies, sdlo se hacen notables hasta que
el organismo expuesto llega al final de la adolescencia o al principio de la etapa

adutta''®.

Los patrones conductuales atipicos son tambien congruenies con ios

hallazgos histologicos en el SNC, anteriormente referidos sobre la alteracion de

]?21 92,122 123

las neuronas del mesencéfalo'™, la corteza cerebrai’*' y el cerebelo

El presente estudio proporciona evidencia de que la exposicion in utero a

DZ afecta ios patrones conductuales que se organizan a partir de la adolescencia



mediante ia accion de hormonas gonadaies, y muestra la expresion a largo plazo

de los efectos de la exposicion prenatal al farmaco.
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A ESTUDIO MORFOLOGICO DE OVARIO

i
—

Existen aiteraciones histologicas en Ilos ovarios de ratonas tratadas
prenalalmente con DZ

2 lLas alteraciones se caracterizan por

a) mayor afinidad tintorea a colorantes acidos.

D) diferenie distribucion heterocromatica nuclear,

c) incremento del volumen nuclear,

d) desorganizacion de la estructura de los cuerpes luteos por perdida

del patron reticular de los cordones luteiniccs

&) atresia folicular mas temprana e
f) incremento en el numero de foliculos atresicos

3 Persisten nasta la edad adulta
4 Los haliazgos del presente estudio son consistentes con 108 que se nan

encontrado en otros tejidos de ratones tratados prenatalmente con DZ er

forma similar.



St

B. ESTUDIO CONDUCTUAL.

1

M

El eje hipotalamo-hipofisis-ovario no parece alterarse significativamente por el
tratamiento prenatal con DZ puesto que los animales no requirieron ia
administracion de esteroides exdogenos para expresar su actividad
copulatoria espontanea.

Las hembras tratadas prenatalmente con DZ exhibieron mayor receplivicad
copulatoria que  las testigo, particularmente al estar en contacic con
machos tratados.

Esta conducta facilitadora parece compensar el patron alterade de menta de
los machos, estableciéndose un patron conductual dimorfico sexual, por o que
es notablemente menor en las hembras T probadas con machos £

E! incremenio selectivo en lareceptividad. traducido como conducta
facilitadora, puede deberse a una modificacion del sustrato quimico de
la neurotrasmision requerido para el componente motor de ia expresion
de la actividad copulatoria de las hembras £

Los resultados conductuales concuerdan con  los  hallazgos histologicos
informados en este estudic y con |a alteracién de las neuronas del cuerpo

120,128

estriado'"®, el meséncefalo y la corteza cerebral™’ hallada en estudios

realizados anteriormente.
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