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RESUMEN

En este trabajo se investigd el efecto del flunitrazepam (FNZ), administrado
prenataimente a ratones de la cepa ICR, en la histologia y el nimero de foliculos primordiales,
primarios, secundarios, atrésicos primarios y secundarios, células liteas y paraliteas, en la
etapa adulta de las crias de raton. Se utilizaron ratones a los que se le administré una dosis
de FNZ de 2.5mg/kg de peso, el segundo grupo de estrés por inmovilizacién durante tres
horas (E), el tercero a una dosis de FNZ de 2.5 mg/kg de peso corporal después de haber sido
sometido a estrés (FNZE). Dos grupos fueron utilizados como control de los tratamientos
anteriores que son: ratones a los que se le administré solucion salina (S) y los no tratados (NT)
y el grupo E fue control positive del grupo FNZE. Todas las aplicaciones fueron en el sexto dia
de la gestacion. Se encontré que en los grupos FNZ, FNZE y E hubo un aumento de la atresia
de foliculos primarios y secundarios. La zona peldcida estaba contraida, las células de la
granulosa presentaron nucleo picnélico, habia macréfagos en el antro folicular y los ovocitos
tenian inclusiones citoptdsmicas. En el grupo FNZ el nimero de foliculos primordiales y
primarios normales, disminuyeron y aumenté el de atrésicos primarios en relacién a los del
grupo NT (p< 0.01) y en los grupos FNZE y E se duplico la frecuencia (p< 0.001). Los foliculos
secundarios de los grupos FNZ, FNZE y E tienen la proporcidn tres veces mayor a la del grupo
NT (p< 0.01). En los grupos FNZE y E los foliculos atrésicos secundarios incrementaron (p<
0.001). El nimero de cuerpos ldteos por ovario disminuyé en los grupos FNZE y E. Al contar
las células liteas y paraliteas por campo, se encontrd que el FNZ y el E disminuyeron (p<
0.01) y en el FNZE disminuyeron ias células paraliteas (p< 0.01); igual que la concentracién
de progesterona en el FNZE (p< 0.01). Los resultados comprueban que ta administracion
prenatal de FNZ provoca, a nivel histolégico, alteracién en los foliculos ovaricos y en el cuerpo

luteo, que persisten hasta |a etapa adulta, lo mismo sucede con E y la combinacién de FNZE.



INTRODUCCION

Benzodiazepinas

Las benzodiazepinas (BDZ) son tranquilizantes menores que tienen una gran
importancia para la psicofarmacologia. Se emplean por su efecto sedante, hipnético,
ansiolitico, anticonvulsive y miorrelajante, cuya accion primaria involucra una modulacién
alostérica del complejo receptor GABAA. El diazepam (DZ) es la BDZ mas utilizada para el
tratamiento de ansiedad, como premedicacién psicosedante, miorrelajante, en la
cardioversion, gastroscopia, broncoscopia y métodos odontolégicos, asi come en la practica
obstétrica en casos de preclampsia y eclampsia, aborto inminente, placenta previa, actividad
prematura del utero {(Hernandez y cols., 1991).

Se ha demostrado que en humanos, monos, hamster, ratas y ratones, el DZ atraviesa
la barrera placentaria, se acumula en los tejidos fetales en grandes cantidades y circula en una
proporcién mayor en la sangre fetal que en la materna. En los neonatos cuyas madres fueron
tratadas con DZ, se produce la disminucién de los valores del Apgar, hipotonia, depresién
respiratoria, y neurolégica (Flowers y cols,, 1969) y bajos reflejos en el recién nacido de
madres tratadas con DZ durante ef embarazo (André y cols.,, 1873). Se ha descrito un
incremento en el peso fetal y presencia de focomelia en la cepa de ratén Balb/C tratado con
DZ (Stenchever y cols., 1975). Igualmente, se han reportado cambios en la estructura celular
del higado, rifidn, retina, tibia, placenta, cerebelo, corazon, testiculos y ovario fetales (Marquez
Orozco y cols., 1984, 1993, 1994, 1997, Mata Santibafiez y cois., 1993.) y la persistencia
postnatal de las aiteraciones en el ovario (Hernandez y cols., 1991), el testiculo (Ramos Avila y
cols., 1993), el hueso (De La Fuente Judrez y cols., 1998) y el sistema nervioso central en la
cepa CD1(Marguez Orozco y cols., 1998).

El flunitrazepam (FNZ) es otra benzodiazepina, cuyas propiedades quimicas la hacen
una droga con altas propiedades sedantes e hipnoéticas. El potencial hipnético fue evaluado en
humanos en dosis de 0.25, 1y 2.0 mg, el cual fue efectivo para la conciliacidén del suefic en
pacientes jovenes y adultos (Bixler y cols., 1977; ST Hilaire-Kafi y Gayllard, 1988). Mediante
analisis de cromatografia de gas acoplado a espectrometrfa de masas, se determind que el

principal metabolito activo es el 7- amino - flunitrazepam, que es eliminado en la orina
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(Cirimele, 1997). El FNZ es, ampliamente, metabolizado por reduccién del grupo nitro, sufre
acetilacién, hidroxilacion en la posicion tres, glucoronidacién y N — desmetilacién, en humanos
(Salamone y cols., 1997).

El FNZ es un ligando del receptor benzodiazepinico periférico (RBP), el cual tiende a
unirse con gran afinidad, y del receptor benzodiazepinico central (RBC) asociado al acido
gamma aminobutirico o0 GABA, cuya accion primaria es modular la actividad de este receptor.
Es en el sistema nervioso central, donde se ha encontrado una gran afinidad por los sitios de
union para las benzodiazepinas, debido a su relacién con el GABA; sin embargo, tanto el FNZ
como otras BDZ tienen |a capacidad de unirse a ¢érganos como el rifién, el pulmon, el corazan,
la placenta, el ovario y la corteza suprarrenal (Parola y cols., 1993; Zisterer y Williams, 1997).
Atraviesa la barrera placentaria, se concentra en |a sangre de la arteria umbilical y en el liquido
amnidtico (Kanto y cols., 1987). El FNZ cuando se administra a mujeres embarazadas, tiene
una lenta eliminacién, debido a su vida media tan targa (20 h). En tratamientos prolongados,
tiende a acumularse tanto en el feto como en la madre y se puede encontrar en la leche (Kanto
y cols., 1987), debido a que fodos los metabolitog de las BDZ son lipofilicos, atraviesan
facilmente ias membranas; aungue el oxazepam, lorazepam, nitrazepam y en especial, el FNZ
étraviezan la membrana mas fentamente que el DZ (Kanto, 1982). Los nifios cuyas madres
recibieron en el primer trimestre BDZ, presentaron paladar hendido, malformaciones cardiacas
y otras malformaciones; pero en el Gltimo trimestre, los recién nacidos presentaban el
sindrome de nifos hipotonicos (floppy infant syndrome), producto de las aitas dosis de BZ; sin
embargo, su uso crénico durante todo el periodo de gestacidn afecta el desarrollo neural, el
comportamiento de los infantes y el 1Q (McELHétton, 1894).

En algunos fetos de las mujeres con incompetencia cervical, que fueron intervenidas
quirdrgicamente y se les aplicd FNZ en dosis de 0.05 mg/kg, administrado entre la 11* y 172
semanas de gestacién, se produjo la disminucién de los movimientos, 30 a 90 segundos
después de la administracién a la madre, En otros, se manifestaron movimientos fetales
hipercinéticos similares a convulsiones, situacion que en ambos casos, se mantuvo por lo

menos 15 minutos, lo cual se interpreta como un signo de sufrimiento fetal (Amoia y cols.,
1987).



En ratas macho, cuyas madres recibieron una dosis de DZ (50 mg/kg) en el dia diez de
la gestacidn, no tuvieron malformaciones en el sistema reproductor o alteraciones en los
niveles de testosterona, LH, FSH y GnRH; pero aumentd la densidad de los receptores
benzodiazepinicos en el cerebro (Wilkinson y Moger, 1980).

L.a ontogenia del receptor benzodiazepinico central fue estudiada en embriones y fetos
humanos de la 7° hasta 26% semanas, utilizande FNZ®™, En dicho estudio, se observé que la
unién variaba de acuerdo con {a etapa del desarrolio, ya que el receptor aumenta su densidad
en el tejido cerebral entre las ocho y las once semanas de la gestacion y en la corteza frontal
entre la 12 y 26 semanas (Hebebrand y cols., 1988). Mediante transferencias se observd la
alta union del FNZPY a las 24 semanas postconcepcion en médula oblongada y el talamo, y a
las 26 semanas en el cerebelo (Reichelt y cols., 1991).

En cerebro de raton se ha demostrado que la unién del FNZPY es reversible,
esteroespecifica, saturable y con alta afinidad (Whitaker y cols., 1984). En el Iébulo occipital de
pollo se identificaron sitios de unién para el FNZ al dia 12 de desarrollo, con una densidad del
receptor del 30.9% con respecto a los medidos en el poilo de 16 dias en el que alcanza la
densidad adulta. 1.a maxima expresién de union al receptor benzodiazepinico se encontrd
entre el dia de la éclosién y el dia dos postnatal, y fue el doble del encontrado al dia 16 lo que
es un desarrollo precoz al receptor GABA (Gravielle y Fiszer de Plazas, 1991).

La concentracién de neuroesteroides en el plasma vy el comportamignto de plasticidad
del GABA, y del RBP en las ratas varia durante la gestacién y la lactancia (Weisman y cols.,
1997). E| GABA, aumenta su densidad, y la union del FNZ®™ en el dia 19 de gestacién a nivel
de! hipocampo y de la corteza cerebral de rata (Concas y cols., 1899). La densidad de los RBP
incrementa en ef ovario y el Gtero durante la gestacion; en cambio en la corteza suprarrenal
disminuye durante la gestacién y en la lactancia (Weisman y cols., 1997).

Los neuroesteroides se unen especificamente al complejo GABA, y modulan su
funcién. Los receptores GABA, estén localizados en las sinapsis GABAérgicas, rodeando los
canales de cloro, que al aumentar su conductancia producen una reaccién inhibitoria. El
receptor GABAA tiene sitios de unién para sustancias como los barbituricos, sedantes,

hipnoticos, ansicliticos y ofros anticonvuisivantes, y de estercides. Tienen cuatro familias de



subunidades con varias isoformas o, B, v, ¥ 5. Algunos esteroides que se unen al receptor
GABA, actuan como sedantes, hipndticos y anestesicos en dosis sistémicas. La union del
FNZPH a este receptor en el cerebro de rata, puede ser estimulado por dos metabolitos de la
progesterona, la 3a hidroxi-5a-pregnenoiona (3o~-OH-DHP) y la 3B-OH-DHP, que provoca
baroreflejos y modulan la regulacién autondmica de la presién sanguinea durante la gestacion
(Garrett y cols., 1897).

En el ovario los RBP, se localizan especificamente, en las células de la granulosa, en
las del cuerpo lutec y en el tejido esteroidogénico (Toranzo y cols., 1994). Los RBP estan
colocalizados en la membrana externa de las mitocondrias de las células de estos organos

{Anholt y cols., 1985; Barnea y cols., 1989; Papadopoulos, 1981).

Sintesis de esteroides a partir del colesterol

El colesterol es el principal substrato para la formacion de las hormonas esteroides
sintetizadas en e! ovario y en fa corteza suprarrenal; sus precursores son metabolizados en el
higado en donde ocurre la sintesis de acetil Co A. Es durante la biotransformacién de glucidos,
acidos grasos y aminoacidos a partir de la cual se forma la hidroximetil glutaril Co A, que a su
vez origina cuerpos cetdnicos y acetogeninas que son las precursoras def colesterol (figura 1).

En el ovario, los principales androgenos sintestizados son la dehidroepiandrosterona,
la androstenodiona y la testosterona, precursores de los estrogenos. Dentro del grupo de estas
hormonas estan la estrona y el 17 Bestradiol, los cuales se forman en el foliculo ovarico. Las
células foliculares pueden captar el colesterol a partir de las lipoproteinas circulantes en la
sangre o por la hidrélisis de los ésteres de colesterol almacenados en forma de gotas lipidicas
dentro de la célula, y sintetizarlo de novo, de los acetatos.

Las hormonas esteroides se clasifican de acuerdo a su estructura quimica o su
fisiolégica. Las hormonas sexuales son las\ progestinas, los androgenos y los estrégenos. Las
progestinas tienen una estructura pregnano C»i, los andrégenos, androstanos Ci y los
estrogenos, estrano Cis. En el foliculo se produce en su mayoria la progesterona C»y. El

complejo muitienzimatico que cataiiza los cortes de tas cadenas a partir de colesterol consta
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de tres partes: el citocromo p450sce (side chain cleavage) aceptador de electrones, una
flavoproteina dependiente de NADPH, y la ferrosulfoproteina luteoxidina, que transporta
electrones. Estas reacciones se activan por estimulo de la hormona luteinizante.

La progesterona adquiere su estructura a partir de una reaccion catalizada por la
isomerasa 3f hidroxiesteroide deshidrogenasa /A~ isomerasa (3p HSD), que convierte la
pregnenolona v la androsterona en progesterona y androstenodiona, respectivamente. La
sintesis de andrégenos requiere de la p450sce, fa 3 HSD, la 17« hidroxitasa / C17-20 liasa
que posee citocromo p450C 47, la cual requiere de NADPH y oxigeno, y la 17- queloesteroide

reductasa (Greco y Payne, 1994).

El receptor benzodiazepinico periférico y el colesterol

La proteina RBP difiere del receptor RBC, en que el segundo esta acoplado al canal
anidnico del GABA,; el primero es una proteina relacionada con un canal aniénico dependiente
de voltage (CADV) asociado a un acarreador adenina nucléotido (ANC) (McEnery y cols.,
1992) y a canales de K* y Ca®* o a canales de Ca" dependientes de voltaje (Tabla1). Las
diferencias entre el RBC asociado al GABA, y el RBP se resumen en la tabla 1 (Paroia y cols.,
1993; Drugan, 1996; Zisterer y Williams, 1997).

E} aislamiento de RBP como un complejo asociado a CADV de 34kd, esta ubicado en
la membrana mitocondrial, lo que sugiere la existencia de un complejo multimérico, que puede
funcionar como un poro y modular la unién de drogas y ligandos endégenos de forma
alostérica (Zisterer y Williams, 1987).

Se ha descrito que el RBP es el principal regulador del transporte de colesterol en los
drganos esteroidogénicos (Mukin, 1989; Papadopoulos, 1991, 1997; Riond, 1991; Toranzo y
cols., 1994). Las cantidades de colesterol fuera de la membrana mitocondrial después del

tratamiento con los ligandos del RBP fueron menores y produjo la induccién de la sintesis de



pregnenolona en las células adrenocorticales (Krueger y cols., 1990) y en las céluias

interticiales (Papadopoulos y cols., 1397).

Ac. Grasos, Glucidos, Aminoacidos

v

Acetil Co A

Hidroximetil ilutaril CoA

/ 3 NADPH

Acetogéeninas
Cuerpos Ceténicos

Escualeno y pirofosfato
LLanosterol (1 esteroide)

Demeosterot, 7- Deshidro colesterot

COLESTEROL
NADPH O, +
P450sce B:> Dihidroxicolesterol

v

Pregnenolona

—> ¢
Progesterona
170.- hidroxipregnenolona — . 17o-hidroxiprogesterona Corticosterona
dehidroepiandrosterona ______,  Androstenedigna
Testosterona Estrona Aldosterona
<
Estradiol

Figura 1. Biosintesis de novo de colesterol y hormonas esteroides en células esteroidogénicas. Modificado de
Lenhinger, 1988,



Utilizando la secuentia de aminodcidos de la proteina RBP humana y de raton se
construyd un modelo tridimensional de este receptor con simulaciones dinamicas moleculares,
con los que se identificaron cinco dominios transmembranales o hélice en la membrana
externa de ia mitocondria y una molécula como el colesterol localizada en el canal. Este
modelo tedrico soporta los datos experimentales antes mencionados (citado en Papadopouios

y cois., 1997) (figura 2).

Relacion del receptor GABA A_con las hormonas esteroides

Las neuronas del hipotdlamo sensibies a esteroides tienen altas densidades de
receptores para andrégenos y estrogenos, y en el hipocampo para esteroides
adrenocorticales, Algunos esteroides y sus metabolitos tienen efecto sedante e hipnotico,

porque modulan la actividad del complejo receptor GABAaA, como el metabolito de

progesterona  3c  hidroxi-Sa-pregnan-20-ona  (30-OH-DHP) y el metabolitc de

deoxicorticosterona 3a,21-dihidroxi-5a-pregnan-20-ona (THDOC). Ambos amplifican la unidn

de las BDZIM al receptor, el cual inhibe la union def [35S}+-butiiciclofosforofionato (TBPS),
ésta es una droga convulsivante que potencia la sinapsis GABAérgica del hipocampo, el
cordén espinal, al estimular el flujo del Ct dentro de los sinaptosemas. El patrén de accion del
flujo de Cl, es similar a la accidn de barbitaricos.

Los neufoesteroides son substancias esteroideas neuroactivas sintetizadas en el

cerebro, que modulan la actividad neuronal. En particular la de los receptores GABAA, como

se muestra en ia figura 3 (Feldman y cois., 1997, Papadopoulos, 1993),

El estrés y el receptor benzodiazepinico periférico

El RBP se ha localizado, a nivei del sistema nervioso central, en la corteza cerebral, en la
meédula oblongada y en la médula espinal (revisado en Drugan, 1996). En las células de las

glanduias reproductoras y en otros tejidos como los de la corteza adrenal, hipéfisis y testiculos,



1997), las glandulas salivales, el epitelio nasal, las plaguetas, los eritrocitos, fos monocitos, los
macréfagos (Anholt y cols., 1985). Y usando autorradiografia de la unidn especifica de Ro5-
48641 o de metilclonazepamP™ en cortes enteros de ratas fetales logran identificar el RBP,

que en el dia 16 de gestacion estaba a los niveles de una rata adulta (Anholt y cols., 1985).

Citoplasma
Membrana
Interna de la
mitocondria
Membrana Colesterol
externa de fa
mitocondria

Ligando

O"benzodiazeplnlco

3800000
Tt

Proteina transmembranal RBP

Dominio que forma
parte del canal anidnico

Colesterol dependiente de voltaje

Estercidogénesis

Figura 2. Representacién del paso de colesterol a través de la protelna transmembranal RBP. Este se
encuentra en la membrana externa de la mitocondria, es un canal aniénico dependiente de voltaje, con un
Osisterna acarreador adenina nugiéotico (McEnery y cols,, 1892). Su estructura secundaria es de tipo o hélice
con 5 dominios. Tiene un extremo carboxilico terminal, con dos sitios de protelna cinasa, que se proyecta en
el citoplasma (Parola y cols., 1993). El diagrama es la interpretacion de los estudios hechos por varios
autores {Parola vy cols,, 1885 y McEnery y cols., 1882},

En ratas de un dia de nacidas, el RBC y el RBP tenian niveles similares en el cerebro;
ademas la autorradiografia localizé el RBP en cartilagos sacrales, discos intervertebrales y

cartilagos traquéales, en el timo y en células formadoras de linfocitos (Anhoit y cols., 1985).



10

Célula glial

Colesterol

Pregnenolona

GABA,

Neurona postsinaptica

Figura 3 Papel hipotético del receptor benzodiazepinico perifénco (RPB) y neurcesteroldes en la modulacion
del receptor GABAA. El RBP colocalizado en la mitocondria de las células ghales activados por sus ligandos

endégenos como el DBl (el inhibidor de la union de diazepam) o un decaneuropéptide ccmo el
triacontaneuropeptida {TTN), al unirse el RBP induce la conversion de colesterol 2 pregnenclona que es un
precursor de la sintesis de neuroesteroides como el 3a-GH-DHF y pregnenolona sulfato, al liberarse los

neuroesteroides de la célula glia modulan negativa o positivamente los canales de CI del receptor GABAA
Modificado de Feldman y cols., 1997)

Otra caracteristica que distingue los tefidos con altos niveles de RBP como corteza
suprarrenal, piel, musculo cardiaco, tlbulo contorneado ascendente del asa de Henle y
tubulos colectores, es que tienen gran actividad de fosforilacion oxidativa como fuente de
energia. Anholt (1985) asocia, de forma positiva, la histoquimica de la actividad de la
citocrome oxidasa con los patrones autorradiograficos de la unidn de Ro5-4864, en [os tejidos
antes mencionados. Su pape! fisioldgico atin no se tiene muy claro por su localizacion tan

variada.
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con los patrones autorradiograficos de la unidn de Ro5-4864, en los tejidos antes

mencionados. Su pape! fisioldgice aln no se tiene muy claro por su localizacidn tan variada.

Tabla1.

Caracteristicas de los receptores benzodiazepinicos centrales y periféricos.

RBP

RBC

Distribucion

Localizacidon subcetular

Ligandos sintéticos

Ligandos enddgenos

Componentes

estructurales

Mecanismo de unién

Ubicua, locahzado en sitios
especlficos de los Srgancs, con alta

densidad en tejido esteroidogénico y

en la glia.
Membrana externa de las
mitocendrias, membrana cito-

plasmica de las células sangufneas,

Isoquinolinas, imidazopiridinas, BDZ
{insensible al GABA).

Acido  dicarboxifico  porfirinico,
andlogos de la protelna de inhibicién

de la unién de D2,

Proteina de unién de isoquinolina
{IBP, 18 kd), CADV, ANC, protelna de

10 kd no caracterizada.

En estudic. Esta involucrado en el
metabolismo y/o transpeorte del

colesterol, o de canales ibnicos.

Maodulacidn del sistema inmune.

En sisterna nervioso central, en las

neuronas y la glia.

Membrana citoplasmiética de las

neurohas.

BDZ, imidazopiridinas (sensibles al
GABA), p-carbolinas.

Purinas, protelna de inhibicién de

la unién de DZ.

Es heterdgeneo, tiene subunidades
a, B, v, ¥y 5 Lac, esta
compartiendo con el receptor

GABAA .

Regula e! flujo de CI" por modu-
Jacién del receptor GABA.
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Aunque, su ubicacién amplia, si explica la accion farmacologia a nivel molecular, el
sistema neuro - hormonal y la variedad de respuestas al estrés, en estos tejidos (Drugan,
1996).

En linfocitos de pacientes y en ratas con ansiedad generalizada, se disminuye la
densidad de RBP, al igual que su RNA mensajero, por lo que se comprueba que afecta la
transcripcion del gen (Rocca y cols., 1998).

El estrés agudo induce un incremento en los niveles plasmaéticos de corticosterona y
del RBP de las glandulas suprarrenales y en la produccion de esteroides en ratas (Ferrarese y
cols., 1991). Se ha propuesto que el RBP interviene en la respuesta ai estrés, que incluye: un
sistema de alerta en glandula suprarrenal, hipertension inducida a nivel renal, e

inmunosupresion temporal {Drugan y cols., 1995),

Sistema de respuesta al estrés

La respuesta adaptativa al estrés, se caracteriza por cambios en el comportamiento
fisico y emocional, como ef incremento de la excitacién, atencion, estado de alerta, supresion
de ia actividad sexual y modificacién de los habitos alimenticios. Hay un aporte energético de
oxigeno y nutrientes al sitio que se estresd y al sistema nervioso central donde se requiere.
Los coordinadores centrales del sistema de estrés son:

- Lahormona liberadora de corticotropina (CRH)
- Neuronas hipotalamicas secretoras de angiotensina - arginina

- Neuronas catecolaminérgicas del locus ceruleus y otros grupos de la amigdala.

El eje hipotalamo — hipdfisis — corteza suprarrenai y los sistemas adrenomedular -
simpatico son las ramas periféricas. La CRH y las neuronas adrenérgicas son estimuladas por
la serotonina; en tanto que la acetilcolina es inhibida por los glucocarticoides, el Acido vy
aminabutirico (GABA), las corticotropinas y los péptidos opioides (figura 4). La estimulacion de
la secrecion de los opioides inhibe la respuesta del sistema de estrés y, a través del cerebro y

de la médula espinal, produce analgesia (Stratakis y Chrousos, 1995). La respuesta al estrés
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del eje hipotalamo-hipdfisis-corteza suprarrenal, es la liberacién de glucocorticoides que
controlan la homeostasis corporal. Otros factores son producidos durante los diferentes tipos
de estrés, y potencian la actividad del eje. Entre estos se encuentran la angiotensina I, las
citocinas y lipidos mediadores de la inflamacion.

El estrés relacionado con los estados de animo activa otras vias del sistema nervioso
central, como:

- Sistema dopamina mesolimbico y mesccortical.

- Complejo hipocampo amigdalino, involucrado con estrés emocional como el miedo.

- Neuronas secretoras de péptidos opioides que alteran la sensibilidad al dolor e influyen
emocionalmente (Stratakis y Chrousos, 1995).

Entre las manifestaciones clasicas de la respuesta generalizada al estrés, se
encuentran 1a depresién melancdlica, 1a ansiedad, la anorexia, la pérdida de la libido, excesiva
y prolongada reversion de la energia que induce taquicardia o hipertension. Tanto el eje
hipotalamo-hipofisis—corteza suprarrenal como el sistema simpatico, se activan,
isocronicamente, en la depresion melancélica, en la anorexia nerviosa, el panico, los
desérdenes obsesivo compulsivos, el alcoholismo crénico, la abstinencia narcética, el ejercicio
excesivo, la desnutricién y el abuso sexual en nifias.

Los primates no humanos, criados durante el periodo de infancia por madres que
confrontan un ambiente hostil, después de varios afios de permanencia con la madre durante
su crianza, presentan en la etapa adulta alieraciones en el sistema dopaminérgice vy
serotoninérgico debidas a la concentracion elevada de CRH en el liquido cerebroespinal y a la
disminucién de cortisol, Estos cambios hormonales son evidencia de hiperactividad de las
neuronas hipotaldmicas, secretoras de la CRH, la cual esta invglucrada en la fisiopatologia de
alteraciones afectivas, que son extrapoladas al humano, como el de |a ansiedad. Esto podria
explicar el origen de la psicopatologia adulta de las personas expuestas a estresores durante
la infancia (Coplan y cols., 1996).

El estrés prenatal por agresividad, en simios y ratones, trae como consecuencia que
las crias desarrolien un comporiamiento agresivo en la edad adulta. En un modelo de estres,

aplicado a hembras gestantes basado en el sometimiento a ruidos intensos y frecuentes, las
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crias presentaron frastornos de comportamiento, como gestos esterotipados, ansiedad e
inhibicidn (Postel Vinay, 1988). Al parecer el CRH interviene en todos los procesos cognitivos
y alteraciones de comportamiento. Al inyectar en el liquido cerebro espinal de simios, se
produce un comportamiento de desesperacién similar al de los simios jovenes separados de
su madre n los primeros dias de la infancia, pero se puede contrarrestrar con un antagonista

dei CRH (Postel Vinay, 1998).

En el nivel celular existen procesos de adaptacion a los efectos adversos del ambiente.
El complejo multimérico de proteosomas que consiste en proteasas, tiene un papel esencial
en el control de la diferenciacién celular, el cual se requiere para la adaptacién a cambios
arl‘nbientales, tales como [a respuesta al estrés. Su accién consiste en eliminar las proteinas
anormales producidas en la respuesta inmune o en el control del programa celular, por
degradacion de ciclinas dependientes de proteinas cinasas, sintetizadas en diferentes fases
dei cicio celular (Hilt y cols., 1998).

El estrés también induce la activacion del factor de necrosis tumoral o (TNFa), que al
unirse al receptor, Fas que lleva un dominic de muerte de 80 aminodcidos en la region
citoplasmica (Lewin, 1997, Abbas y cols., 1999; Nagata, 2000; Bratton y cols., 2000). La
trimerizacién de este dominio provoca la cascada de activacion de procaspasas y la activacion
del apoptosoma, que produce fragmentacion de: DNA por medio de la DNasa, proteinas de
repiicacion, transcripcion, traduccidn de proteinas del citoesqueleto como fodrina, gelsorina o
actina (revisado en Nagata, 2000). Los tejidos de una gran cantidad de 6rganos pueden
experimentar remodelacién y degeneracion, por el sistema activo de la apoptosis.

Las células apoptéticas presentan cromatina condensada y formacién de peqt‘Jeﬁas
esferas cerca de {a membrana celular, llamados cuerpos apoptéticos, los cuales son
fragmentos nucleares. Este fipo de células son fagocitados, por lo cual sus componentes
guedan incluidos en el citoplasma y no producen reaccién inflamatoria (Hsueh y cols.; 1894
Abbas y cols., 1899),
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Figura 4. Representacién esquemdtica de los cambios neuroquimicos y los componentes periféricos durante el
sisterna de respuesta de estrés. Les lineas punteadas sefialan inhibicién directa o indirecta. E| factor liberador de
corticotropina (CRH) estimula la liberacién de ACTH desde la hipéfisis, activa el locus coeruleus (LC) provocando un
efecto de analgesia de inhibir el sisterna de estrés. EL CRH también inhibe ia hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH)y asuvezala LHy FSH. (Modificado de Ferrarese y cols., 1991, Stratakis, 1995).
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Desarrollo del ovario

En el embrién trilaminar, las células germinales primordiales o gonocitos aparecen
sobre el saco vitelino, hacia la region caudal, de donde migran con movimientos ameboides a
lo largo del mesenterio dorsal y, posteriormente, llegan a los pliegues urogenitales, en donde
se desarrollan en la parte medial las génadas y en la lateral, el mesonefros. Los gonocitos y
las ceélulas del epitelio celomico proliferan, se proyectan radialmente en la parte genital de la
cresta y forman los cordones sexuales primordiales. En esta etapa del desarrollo, las
giandulas sexuales son indiferenciadas, desde el punto de vista morfolégico.

La determinacion sexual del feto depende de los cromosomas XX o XY, en ambos los
cordones sexuales primordiales se mantienen unidos a la superficie del epitelio que rodea las
células germinales. El mesodermo intermedio, dorsal a las gdnadas, dependiendo de la
presencia de los cromosomas sexuales, invade, penetrando en éstas. En el macho fo hace en
la region cortical, separa a los cordones del epitelio celémico, origina la tunica albuginea y los
septos incompletos, y fos cordones proliferan-manteniendo su estructura original, que después
evoluciona. Los gonocitos originan las espermatogonias y las células epiteliales a las
indiferenciadas o futuras células de Sertoli. Del mesodermo derivan el estroma testicular y las
células intersticiales o de Leydig. En las hembras, el mesodermo intermedio penetra en la
regién medular y avanza hacia la corfical, lo que provoca degeneraciéon de los cordones
primarios y la aparicion un nuevo grupo de cordones sexuales que se mantienen en la corteza
del ovario primifivo. A este grupo de cordones se les llama cordones sexuales secundarios, los
cuales forman racimos alrededor de la célula germinal, que se transforman en ovogonias. El
mesodermo intermedio se diferencia en el estroma ovarico y en el tejido esteroidogénico.
Tempranamente las ovogonias forman ovocitos primarios rodeados por las células epiteliales
de los cordones sexuales epiteliales, que constituyen los foliculos primordiales v,
posteriormente, seran las células de la granulosa de los foliculos en crecimiento.

Las células mesenquimaticas del ovaric se convertiran en las de [a teca y las
esteroidogénicas. En el mesonefros se diferencian dos tipos de conductos, l1os mesonéfricos o
de Wolff y los paramesonéfricos o de Mdiller; ambos aparecen como pliegues del epitelio

celomico en la parte fateral del mesonefres y continlan hacia la cloaca en el que llegan
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medialmente. Los conductos de Mdiller, en las hembras, se mantienen y se diferencian en las
tubas uterinas, ei utero y la parte superior de la vagina. En el macho involucionan y originan el
utriculo prosiatico.

Mientras el ovario presenta caracteristicas de proliferacion cortical, las ovogonias que
no se transforman en el ovocito primario degeneran, sobre todo, aqueilas que estan en
interfase 0 en mitosis. Al mismo tiempo éstas células entran a la profase de la primera division
meidtica y se convierten en ovocitos primarios. Estos alcanzan el estado de diploteno, en la
etapa fetal en el que se produce el primer blogueo meibtico, persistente hasta la pubertad y

etapa adulta.

1. Foliculogénesis

Muchos de los ovocitos rodeados por las células foliculares, que forman los foliculos
primordiales, postnatalmente, también degeneran por una masiva atresia (Hsueh y cols.,
1994). En la efapa prepuberal, algunos foliculos primordiales empiezan a crecer y las células
foliculares originan ias células granulosas de forma cuboide. Estas constituyen los foliculos
primarios, posteriormente son cilindricas y como resultado de la proliferacidén celular se
estratifican. Mientras los foliculos son sélidos, con una o mds capas de las células granulosas,
forman los preantrales que al crecer continuamente y adquirir una cavidad se llaman foliculos
secundarios o antrales. Al mismo tiempo que crecen los foliculos primarios y secundarios, ios
ovocitos primarios también lo hacen, duplicando o triplicando su tamafio y la participacién de
las células granulosas es sintetizar una membrana de proteoglticanos acidos, que es la zona
pelucida. La comunicacion de las células de la granulosa con el ovocito se hace mediante
microvellosidades que atraviesan la zona peilcida por donde pasan los nutrientes, los gases,
las hormonas y los segundos mensajeros.

Las células foliculares sintetizan e} liquido contenido en la cavidad o antro foiicular,
compuesto de estradiol, LH, FSH, alrededor de 20 enzimas y proteoglicanos fuertemente

negativos. A medida que los foliculos crecen las células granulosas, se distribuyen en tres
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partes: las de la corona radiada, que rodean a la zona pelicida, |a cual esta en contacto con el
avocito, las del cumulus oophorus que circundan la corona radiada y la une al estrato
granuloso, constituido por las células granulosas que permanecen en contacto con la
membrana basal y delimitan el antro folicular.

El estroma del ovario se origina por fuera de ia membrana basal y sus células forman
la teca interna, la cual contiene muchos capiiares que transfieren para proporcionar oxigeno y
hormonas hipofisiatias a 1as células granulosas. En la parte interna de esta teca se encuentran
las células esteroidogénicas productoras de androstenodiona y testosterona que al ser
transferida a las células de {a granulosa, seran [os precursores de estradiol. Por fuera de la
teca interna esta la externa cuya caracteristica es la de ser fibrosa, menos vascularizada y
contiene células microepiteliales que al contraerse en la ovulaciéon ayudan a la expulsion del
ovocito con la zona pellcida, las células de la corona radiada, las del cumulus oophorus y el
licor folicular primaric y secundario que estan adyacentes al ovocito.

Al llegar a la pubertad es cuando los folicules primarios reciben una sefial de las
gonadotropinas hipofisiarias (FSH y LH), producidas por el estimulo de la hormona liberadora
de gonadotropinas en el hipotalamo; inician su maduracién originando folicuios secundarios y
al transformarse en terciarios o de von Graff, los ovocitos prirnarios se convierten en
secundarios y liberan el primer gldébulo polar. Esto sucede al desaparecer el primer bloqueo
meidtico y se inicia la segunda divisidn meidtica en el ovocito secundario sin que haya fase S
del cicle celular, fa cual se detiene en la metafase al ocurrir la segunda detencidon , que
desaparece s6lo si hay fecundacion completdndose la segunda division y expuisando el
segundo globulo polar cuando viaja por ia tuba uterina.

La ovulacidon es inducida por un aumento brusco de fa LH, la cual, en la mujer,
empieza a aumentar aproximadamente dos dia antes de ésta, y junto a la FSH provoca que el
foliculo forme mayor cantidad de licor folicular que es llamado secundario. La LH estimula a
las células de la teca y a las foliculares para que se sintetice progesterona y disminuya la
sintesis de estradiol, un dia antes de la ovulacién. La formacion acelerada de licor folicular
secundario entre las células granulosa y el licor folicular primario son determinantes del

aumento del didmefro folicular que alcanza un tamafo de 1.0 a 2.0 cm y sobresale de [a pared
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ovdrica, provoca comprésién de la pared del foliculo contra la pared del gvario y al colapsar
los vasos de i1a teca se forma una zona isquémica o estigma. Con el desarrolio de nuevos
vasos en la periferia del estigma, se secretan colagenasas, prostaglandinas y plasminogeno.
En forma simuitanea ocurre ta secrecion del licor folicular terciario a nivel del cumulo ovigero,
que desprenden sus células junto con las de la corona radiada, de las del estrato granulose;
provocando que el ovocito quede libre en el licor folicular y se acerque al estigma.

Antes de la ovulacion se produce una disminucion de la presidon osmética del foliculo y
hemostasis en la periferia del estigma, la cual tiene una pared débil. Por accidn de las
colagenasas y el activadof de piasminégeno, el estigma se rompe, €l mdsculo liso se contrae y
se da la eclosion del ovocito secundario rodeado por el cumulo ovigero, el licor folicular
secundario es mas fluido y el primario es mas viscoso. El ovocito serad captado por la fimbria
de ia tuba uterina (Marquez-Orozco, 1986).

En los foliculos primordiales los ovocitos entran a la meiosis inducidas por la
progesterona, que provoca el inicio de la primera division de [a meiosis. La progesterona
induce la formacién del factor promoter de ia maduracion (MPF), el cual fosforila las proteinas
de la membrana nuclear, provoca la condensacion de los cromosomas y la formacién del huso
acromatico (Lewin, 1997). Las células foliculares que rodean el ovocito activado por el MPF,
forman al igual que éste, microvellosidades por las que le transfieren grandes cantidades de
AMPc y purinas, que constituyen el factor inhibidor de la primera divisién meiotica. Este factor
detiene al ovocito activado en la subfase diplotena, en el cual puede permanecer por afies. En
humanos, hacia el final del tercer mes de vida intrauterina las ovogonias inician la fase de
crecimiento de la ovogénesis, se transforman en ovocitos primarios que al ser rodeados por la
células foliculares forman los foliculos primordiales que experimentan la primera detencién de
la meiosis, Al llegar a la pubertad el aumento de sintesis de LH, disminuye los niveles de
AMPc en algunos ovocitos y los de las ciclinas dependientes de proteinas cinasas, lo que
provoca la traduccion de proteinas para la maduracion del ovocito. La baja brusca de AMPc en
el ovocito se debe a que las células granulosas de la corona radiada, por accion de la
progesterona sintetizan grandes cantidades de AMPc¢ y secretan 4cido hialurénico a nivel de ia

zona pellcida, provocando el desprendimiento de las microvellosidades del ovocito y de las
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células foliculares, y el cese de transferencia de AMPc. La misma progesterona activa otro tipo
de proteinas que contribuyen a la maduracién del ovocite en ia que se encuentran el
protooncogen c-mos, que activa al gene c-mos (p39) y este a la ciclina cdc2 e inactiva a la
tirosina cinasa Wee1 (inhibidor de la fosforilacidn). Al desaparecer el primer bloqueo meidtico
se completa la primera divisién de la meiosis, se expulsa el primer glébulo polar e inicia la
segunda division de la meiosis de manera espontanea (Gilbert, 1997).

Entre la meiosis | y la H hay degradacién de ciclinas, pero el ovocito tiene dos
reservorios de éstas, que son necesarias para completar la segunda division, que se detiene
en metafase Il por accidn de un factor citostatico o CSF, activado por ¢-mos (p38). Uno de los
reservorios esta asociado a la cdc2/28 que forma el preMPF y se convierte en la forma activa
por ia cdc2, el cual fambién es necesaria para que la célula inicie 1a meiosis 1 y al final de ésta,
induce ia degradacién de las ciclinas, los que lleva a ial inactivacion del MPF. El segundo
reservorio de ciclinas no se degradan al final de la divisién | de la meiosis por tener otra
conformacién y al activarse un gen c-mos promueve ia forma activa del MPF (Murraya y Hunt,
1993).

El CSF detiene la segunda division meidtica en metafase i por evasion de la
degradacién de las ciclinas. E! ovocito secundario se libera del segundo bloqueo meidtico al
momento de la fertilizacion, en la que al aumentar la concentracion intercelular de Ca2+,
inactiva el MPF, al c-mos y ocurre la degradacion de ciclinas (Murraya y Hunt, 1993).

En el ratén el bloqueo de ia segunda divisién meidtica desaparece en los ovocitos
secundarios tres horas antes de la ovulacioén. Entre los doce y los diecisiete dias de vida
postnatal, en el cual se observa la formacion de foliculos antrales y algunos foliculo; con sus
ovogitos alcanzan, su tamafio méximo. Cuando ocurre la primera ovulacién, alrededor de los
35 dias de edad, aumenta la proporcién de los foliculos atrésicos, ya que la degeneracién
folicular se produce antes y durante la ovulacién. En cada ciclo estral, que dura de cuatro a
cinco dias, se calcula que alrededor de 1,000 ovocitos son aptos para continuar la ovogenesis,
sin embargo, sélo el 1% madura. Se considera que la vida reproductiva dptima, comprende de

los dos a los doce meses, tiempo en el que [a hembra tiene un promedio de 60,000 ovocitos
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viables; de los cuales maduran aproximadamente 500 y de estos 100 son candidatos para

generar ratones que llegan al término de la gestacion (Rugh, 1968).

2. Atresia folicular

Desde 1957, se identifico la atresia folicular en fetos humanos, antes del nacimiento
(Byskov, 1978) y posteriormente se observd que ocurria en todos los estados del desarrolio
folicular. La atresia consiste en la pérdida o la ausencia de la luz de una estructura o de un
organo. Es un fendmeno que se presenfa en la clase mamifera y en ofros grupos de
vertebrados, que tienen fejidos con una taza de proliferacion celular acelerada, como la del
sistema hematopoyético, el epitelio intestinal y el tejido germinal del testiculo (Kaipia y col,
1997).

|.os foliculos atrésicos se caracterizan por [a presencia de actividad fagocitaria masiva
de las células de la granulosa, que tienen ndcleos picnéticos o con zonas densas de
heterocromatina que ocultan la membrana nuclear. Al inicio de la afresia, las células
granulosas se aplanan, pierden las prolongaciones citoplasmicas, la comunicacion intercelular
y aumentan los niveles de la 33 - HSD y de lipidos. El ovocito pseudomadura, su citoplasma
se fragmenta para formar células de menor tamafio, semejantes a los blastémeros.

En la atresia folicular, 1a zona pelucida se pliega y engrosa, muchos de ios ovocites
reducen su tamano, los organelos citoplasmicos tienden a aglutinarse y la membrana nuclear
pierde su apariencia bilaminar. Las células apoptdticas tienen caracteristicas morfoldgicas
similares a las de células de la teca y de la granulosa afrésicas; ya que la degeneracién
folicular es un proceso apoptético, controlade hormonalmente (Kaipia y cols., 1997; Sinha-
Hikim, 1997),

La apoptosis se presenta en diferentes tipos de atrofia, inc;[uyendo el que se producen
en tejidos dependientes del sistema endocrine que es provocada por la disminucién en la
concentracion sanguinea de hormonas troficas. Por ejemplo, [a baja de los niveles de ACTH

que actua sobre la corteza suprarrenal, de estrégenos en el epitelio endométrico, en la teca
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interna y en el endotelio vascular durante la regresion litea de ovino, en ambos casos, se
produce muerte celular por apoptosis (revisado en Wyllie y cols., 1980).

En las células de I1a teca interna, durante la atresia folicular, se presenta acumulacion
de lipidos, aumento del reticulo endoplasmico liso, la transformacidn de estas células es
similar morfolégicamente al tejido intersticial. El material celular producido durante la
degeneracion, se acumuia y bloquea los capilares tecales de los foliculos atrésicos, el colapso
total se cornpleta por la contraccion de las fibras del misculo liso de la teca externa.

Los foliculos atrésicos tienen una alta actividad de endonucleasas dependiente de
Ca+2IMg+2, sobre todo en las células de la granulosa, no asi en las células del cumulus
oophorus (p<0.001), pero en foliculos sanos, la actividad de la enzima es baja (< 1.0%)
(Manabe y cols., 1996). La relacion de la actividad de la endoncleasa y la razén de
progesteronalestradiol del fluido folicular tiene una correlacion de r=0.987, o que comprueba
ta influencia de las hormonas (Manabe y cols., 1998).

Esta forma de muerte celular, representa un mecanismo importante de eliminacién de
excedentes celulares o de [os que tienen algun dafio, el cual puede ser regulado por diferentes
estimulos. El aporte hormonal es esencial para algunos tejidos, por ejemplo al tratar células
germinales de ratas machos adultos con antagonistas de hormonas hipofisiarias, se produce
un incremento en la fragmentacion del ADN, y existe una correlacion de r=0.94 entre el
nimero de células apoptoéticas y las que inician fas degeneracién (Sinha-Hikim, 1997). Se
sabe que en este procesc estan involucradas muchas proteinas del ciclo celular.

£l crecimiento de los foliculos del ovario es regulado por via hormonal, en donde las
células que forman parte de un foliculo primario que estan en fase G1 del ciclo celular, son
inducidas a proliferar por accién de la hormona FSH y LH hasta que alcanzan el estado
preovulatorio. Al inicio del ciclo celular se presenta la activacién de una cascada de cinasas.

En el ratén se comprobd que ia ciclinas D2, actia como regulador positivo del cicio
celutar, 1a cual se une a las ciclinas dependiente de cinasas (Cdc) 4 o 6, que determinan el
inicio de la fase G1. La ciclina E, se acumula y actua la cde2 en la fransision de G1 a S,
mientras que la proteina pZTkip' detiene el ciclo en G1 al inactivar las ciclinas (revisado en

Robker y Richards, 1998) (figura 4).
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Figura 5. Relacién de la activacidn o inhibicién de las ciclinas dependientes de cinasas (cdks) con la
progresién del ciclo por fosferitacién de ta protefna pRb (retinobiastorna) y el arresto celular por accién de la
proteina p53 permanece en G1, ésta a su vez, estimula la franscripcién de la proteina inhibidora p21.  pS3
reconoce y se une a varios tipos de ADN dafiado (Meikrantz, 1985, Schafer, 1988). Las células de la
granulosa responden a la HFE, proliferando. Las células granulosas en proceso de luteinizacion responden a
iz HL v se detienen en G1 al bajar ia produccion de la ciclina E y aumentar la p27 {Robker y Richards 1998).
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La ciclina D responde a la LH y evita el primer paso en la progresion del ciclo celular.
La LH provoca que termine la proliferacién de la granulosa que inician su diferenciaciéon en
células lteas invirtiendo el balance de los reguladores positivos y negativos del ciclo (Robker
y Richards 1998). |

También la proteina cinasa A y el AMPc juegan un papel relevante en la proliferacion,
diferenciacion y muerte de las células granulosas. Las FSH y la LH controlan los niveles de
AMPc en estas células, que al aumentar activan la ciclina D2/E y proliferan. La unién de ia
proteina cinasa A al AMPc controla ia salida de la mitosis, por degeneracion de la ciclina B que
por lo tanto no puede unirse a las ciclinas dependientes de cinasas y deja de producirse el

MPF.



Planteamiento del problema

Bl estudio del efecto de farmacos, que atraviesan la barrera placentaria como el
flunitrazepam (Kanto, y cols., 1987), cuyos receptores (RBC y RBP) son de temprana
aparicion en el desarrollo fetal, pretende responder las siguientes preguntas:
£ Cudl es el efecto del FNZ, a nivel histolégico y morfométrico en el ovario de crias de ratén si
se le administra prenatalmente? ; Podria afectar poblaciones de foliculos ovaricos y las celulas
del cuerpo lkiteo? No se han descrito reportes del efecto del FNZ en tejido ovarico de
ratones, por lo gue el presente trabajo se justifica, ya que busca contribuir al esclarecimiento
de las preguntas expuestas.

El FNZ es lipofilico, por lo que se acumula én los tejidos maternocs y fetales en donde
abundan los lipidos, en particular en los esteroidogeénicos.

El FNZ es utilizado por la poblacién humana como tranguilizante menor, es consumido
como farmaco dependiente por via oral o intravenosa, se usa en padecimientos como la
ansiedad y estrés excesivo. El esirés es frecuente en la poblacion debido a aspectos
culturales, sociales, politicos, econdmicos y patolégicos, que requieren de tratamiento
farmacoldgico de tipo profilactico o de padecimiento especifico, para el que son muy eficientes
y muy utilizadas las benzodiazepinas. Por lo anterior, es importante explorar mediante un
modeio experimental, /n vivo, las consecuencias del uso del FNZ, utilizando el efecto del estrés
como control en este estudio de estructura - funcion en el ovario, lo que es es relevante en la
reproduccidn, que pudieran tener efecto evolutivo. Porque si se alteran genes mayores durante
ta embriogénesis, repercutird en generaciones subsecuentes y en desequilibrio del

funcionamiento metabdlico del organismo.

Hipotesis

Dado que el FNZ es una benzodiazepina, se utiliza en humanos por su efecto tranquilizante y
el DZ es un farmaco de fa misma naturaleza, que al administrarse prenatalmente produce
alteraciones histolégicas en e! ovario. Asi la administracién /n utero de FNZ a ratones de la
cepa ICR, en condicones normales y estresantes, provoca cambios histolégicos y

morfomeétricos en el ovario.
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Objetivo general

Analizar el efecto postnatal de! flunitrazepam en el tejido ovarico de los ratones de |a cepa

ICR, expuestos in utero a dosis Gnicas de 2.5rmg/kg de peso corporal.

Objetivos especificos

* ldentificar las alteraciones histolégicas del ovario de ratones expuestos in utero a
flunitrazepam, cuyas madres fueron sometidas a estrés por inmovilizacidn y de las
sometidas a ambos tratamientos,

e Comparar los cambios histologicos observades y el nimero de los tipos celulares dei
ovario, como en los foliculos primordiales, primarios y secundarios normales, asi como de
los atrésicos, células Iiteas y paraliteas de los ratones expuestos prenatalmente al
flunitrazepam, estrés y a ambos tratamientos, con los controles.

* Analizar las concentraciones de progesterona y 17 B estradiol en el plasma de ratones
adultos que fueron sometidos a flunitrazepam, a estrés y la combinacion de ambos durante

el periodo prenatal.

Material y Métodos -

La colonia de ratones utilizada en el estudio fue de la cepa ICR, importada de Harlam
Sprague Dawley inc., Indianapoilis. Las hembras con peso de 25-30 g y los machos de 30-35
g, fueron mantenidos en un ambiente libre de patdgenos, a temperatura de 21-22°C, en un
ciclo de fuz-obscuridad, que es de 12 / 12 horas empezando a las siete horas. Su alimentacion
fue balanceada utilizando la dieta Teklad LM-485, esterilizable, de Harlam, proporcionada ad
libitum, la cama (Aspen, de Harlan de México S.A. de C.V.) se esterilizé y el agua se pasaba
por un fiitro milipore de 0.45um para eliminar microorganismos. El promedio de crias por

camada fue ocho a doce. Todos los individuos de la colonia incluyendo los grupos de
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grupos de experimentacion se criaron en el bioterio del Departamento de Embriologia de la
Facultad de Medicina de la UNAM. El apareamiento fue endogamico entre los miembros de la
colonia de los que se formaron los grupos de experimentacién a parlir de fres generaciones

iniciadas con el grupo colonizador (figura 6).
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Figura 6. Esquema descriptivo de la distribucién de los grupos de experimentacion a través de las
generaciones de la poblacion ¢olonizadora en el bioterio,

Las cruzas eran abiertas, por lo que se espera en teoria, que las frecuencias genéticas
al cabo de n generaciones varien poco. Tal como lo observd Kimura (1855) al desarrollar un

analisis tedrico para predecir ia distribucién de las frecuencias génicas mediante una ecuacion
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compleja que estructura una poblacion de tamario finito; pero Cavalli-Sforza predijo el tiempo
medio de variacion de la distribucién de un gen en n generaciones sobre la deriva genética en
una poblacion (Cavalli-Sforza y Bodmer, 1985) (figura 7). Es muy probable que la pobiacién

utilizada en este estudio se comporte a través de las generaciones como se muestra en la

figura 7.
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Figura 7. Distribucién teérica de frecuencias genéticas bajo defiva al azar en una poblacién de N=5
individuos (10 genes). Esta corresponde a la distribucidn observada por Kimura (Cavalli-Sforza y Bodmer,
1985),

Hembras virgenes de dos meses de edad se aparearon con machos de la misma cepa
y edad, en una proporcién de 3:1. El apareamiento se realizé durante el periodo de obscuridad
siempre a la misma hora (05:00 AM), las que presentaron tapon vaginal, que es un signo de la
copula, se aislaron; fueron distribuidas al azar en seis grupos y se mantuvieron con
alimentacion ad libitum hasta el sexto dia en el que se iniciaron los tratamientos.

El primer grupo (FNZ), recibié por via oral una sola dosis de flunitrazepam de
2.5mg/kg de peso corporal, el segundo (FNZE) recibié la misma dosis del farmaco que el
primero, después de ser sometido a tres horas de estrés por inmovilizacion, el tercer grupe (E)
se estresd por inmovilizacion en el sexto dia de gestacion por el mismo periodo, el cuarto

grupo (S) se le suministré solucion salina al 0.9%, y el quinto (NT) no fue tratado. Del grupo
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uno al tres se utilizé como controles a NT y S, y el grupe E fue control positive para FNZE. Las
crias nacieron entre el 18% 19° dia de gestacion.

lL.as crias de todos los grupos fueron transferidas con nodrizas no tratadas, que las
amamantaron en camadas de ocho animales. Se destetaron a los 21 dias y a partir de los 60
dias a las hembras, se les hicieron frotis vaginales para determinar en la fase del ciclo estral
en la que se encontraban y cuando estaban en estro temprano, fueron sedados con éter para
extraer, directamente del corazén el volumen total de sangre. Las células sanguineas fueron
separadas por centrifugacion en tubos Vacutainer con gel y el plasma fue conservado a ~70°C
hasta que se realizd el radicinmunoensayo de esteroides (17p estradiol y progesterona). Del
plasma se extrajo con tres lavados de éter la hormona 17 estradiol y de progesterona, uno de
los cuales se congeld a -70°C y se le agrego carbon para detener la reaccion. Se extrajeron
150nmoles/m| de 178 estradiol y 250 nmoles/ml de progesterona, a partir de estas cantidades
se hizo |a curva de calibracion. Se purifico mediante una columna de Sephadex y la elucién fue
con una solucion de tolueno-metanol. La curva de concentracién de 17B estradiol y de
progesterona en cada experimento era de r=0.99. La técnica se estandarizd con 5000 cpm
(cuentas totales), la union no especifica del 1 al 3% de las cuentas totales y la unién especifica
era del 30 al 50% de fas cuentas totales. El liquido de centelleo era el Liquid Fluor-etanol
absoluto el cual se aforé con tolueno y se le agregd 12.5 ml/l de BBS y la cuentas se realizaron
en un contador Beta (PACKARD 300), Este analisis se hizo en la Unidad de Investigacion
Médica en Medicina Reproductiva del Hospital de Ginecobstetricia n® 4 Luis Castelazo Ayala.

Los ovarios fueron extraidos y fijados en liquido de Zenker. Ei fijador se prepard con
2.5¢ de dicromato de potasio, 1.0g de cloruro de sulfato sédico, 5.0g de bicloruro de mercurio,
100 mi de agua y 5.0 ml de acido acético puro agregado al momento de usarse, Al cabo de las
24 horas, las piezas fueron lavadas en agua corriente por 24 horas. La deshidratacién
consistié en aplicar dos cambios de alcohol graduales de 10 en 10%, de 15 min, a partir del
30% hasta alcohol absoluto, se aclararon con tolueno (MERCK). La inclusién de las piezas se
hizo en Paraplast, en estado liquido, en una estufa (Vacuun Oven) a 60° C y al vacio de 15
libras, por 20 min.

Los cortes de 5um estrictamente seriados, se hicieron en un microtomo “820” Spencer
(Americam Optical). La tincién de los cortes con Hematoxilina de Harris-eosina fue preparada

con 5.0g de hematoxilina, 50 m! de alcohol absoluto, 100g de alumbre de amonio, 2.5g de
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oxido mercurio amarillo y 1.0/ de agua destilada. La hematoxilina se disoivié en alcohol y el
alumbre en el agua caliente, se mezclaron ambas soluciones, se calentd, se retird del calor
para agregar el Oxido de mercurio lentamente, se volvid a calentar hasta obtener un coior
purpura oscuro, cuando enfrié se le agregaron 20ml de acido acético glacial, finalmente se
filtrd. La eosina se prepard en solucion acuosa al 1.0%, a la que se agregaron 2ml de &cido
acético glacial.

Los cortes recibieron tratamiento para eliminar el exceso de cristales de cloruro de
mercurio de la fijacion, el cual consistia en pasar ias laminillas por xilol, alcohol 96%, alcohol
yodado, hiposulfito de sodio al 1.0% y agua. Una de cada 3 laminillas se tifieron con
hematoxilina, se lavaron con agua destilada, se viraron con carbonato de litio at 1.0%, se
lavaron en agua destilada, se tifieron con eosina, se pasaron a alcohol de 96%, alcohol
absoluto, xilol y se montaron con resina sintética.

Las laminilias restantes, de los ovarios fueron tefiidos con Maliory para observar la
zona pelucida de los foliculos en crecimiento. Antes de la tincién se le aplicé un tratamiento
para el exceso de cristales de mercurio. La tincidén consistié en: fuscina 4cida al 0.1%, lavado
con agua destilada, sumergir en acido fosfomolibdico al 1,.0%, en solucién de azul de anilina-
naranja G, constituida por: 0.5g de azul de anilina, 2.0g de naranja G, 2.0g de acido oxalico,
8ml de acido acético puro y 100ml de agua destilada, lavado con agua destilada, alcohol 96%,
alcohol abscluto, xilol y se montaron con resina sintética.

Las laminillas se observaron en un microscopio dptico de comparacién, para identificar
las caracteristicas y tipos de foliculos; asf como, la de los cuerpos liteos. Con ayuda de un
ocular, asi como de una rejilla micrométrica, se contaron el nimero de foliculos normales y
atrésicos y se midieron, al igual que de células liteas y paralGteas por campo. Las medidas se
tomaron de acuerdo al didmetro minimo y maximo y en rangos aproximados, no con analisis
estadistico.

Los datos del numero de folicuios en el ovario se analizaron con las pruebas no
paramétricas de Kruskal Wallis, U de Mann-Whitney. Para compararla concentracién de
hormonas en la sangre en los diferentes tratamientos a los cuales fueron sometidas las
hembras gestantes se utilizo t de Student, analisis de varianza y las pruebas de Duncan y

Tukey.
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RESULTADOS
Aspectos Morfolégicos

Los ovarios de ratones de 63 dias de los grupos no tratados (NT) y de solucién salina
(8) fueron utilizados de manera indistinta como controles en la investigacion, debido a que no
se encontraron diferencias morfologicas entre ambos. La estructura de los cortes de ovarios
observada a menor aumento, presenta una organizacion y distribucion de sus compenentes,
tanto en [a corteza como en la médula del ovario, similar en los grupos FNZ, E, FNZE y en los
controles (NT) (Figura 8 a, b, c y d).
Grupo Control

Foliculos primordiales

El ovario de los ratones de los grupos control (NT y S) presentan en su corteza
foliculos primordiales de 10 a 12 um, algunos solos y otros formando grupos en los que estan
muy cercanos uno a otros. En cada uno existe un ovocito ovoide o esférico con un diametro de
7.2 2 9.6 um. El nicleo vesiculoso es esférico, voluminoso, ocupa la mayor parte de la célula y
esta rodeado por citoplasma escaso. Alrededor del ovocito se encuentra una capa de células
foliculares aplanadas o fusiformes (figura 9 a).

Foliculos primarios

Los foliculos primarios o preantrales con tamafio de 36.0 a 40.0um, estan constituidos
por un ovocito esférico, un ndcleo voluminoso, que presenta heterocromatina de aspecto
granular, nucléolo evidente y citoplasma escaso. El ovocito tiende a ser esférico con un
didmetro de 19.6 a 21.3um, su nucleo es semejante al de los ovocitos de foliculos mas chicos,
pero su cromatina tiene mayor proporcién de grumos. Estan rodeados por una delgada zona
pelucida, que con la hematoxilina y la eosina se ve clara, y azul con la técnica de Mallory. Se
rodea por una o dos capas de células foliculares de forma cuboide y presentan prolongaciones
que forman un érea aciddfila, tefiidas tenuamente, que atraviesan la zona pelucida. Por fuera
de las células foliculares, en las tecas y la membrana basal, que estan alineadas al tejido
conectivo y se organizan con el eje mayor, el cual estad orientado en sentido paralelo a la

superficie de los foliculos, entre los que se encuentran pequefios vasos, ademas se rodean
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por fibras de colagenas. A ﬁivei de la teca interna también se pueden identificar las células
esteroidogénicas con nucleo ovoide y citoplasma claro. En la teca externa no se logran
distinguir a las células mioepiteliales de los fibroblastos, con las tinciones utilizadas (figura 10
a).

Foliculos secundarios

Ademas de los foliculos primordiales y primarios, se observan foliculos secundarios o
antrales esféricos u ovoides. Los mas jovenes con un diametro que varia entre 72.0 a 81.6 pm,
los cuales se caracterizan por tener una cavidad folicular, localizada entre las células
granulosas, que aparece en los cortes como uno o dos espacios llenos de licor folicular,
ligeramente eosinofilos, que con la técnica de Mallory se tifie de azul grisdceo y presenta
granulaciones muy finas. Las células granulosas se redistribuyen en una capa cercana a la
membrana basal o estrato granuloso de espesof variable, una capa que rodea a Ia zona
pellcida, la cual corresponde a la corona radiada y, entre ambas, se encuentran las que
formaran ei cumuius oophorus y ofras aun no han tomado su posicién definitiva. En los mas
grandes las células foliculares forman un estrato granuloso, una corona radiada Y un cumulus
oophorus bien definidos y la cavidad folicular es unica. El ovocito con diametro de 36.0 a 38.4
pm, tiene un ndcleo con cromatina reticular, condensada en algunos grumos y dependiendo
del nivel del corte puede observarse un nuclaolo voluminoso. El citoplasma ha aumentado y
corresponde a la mayor proporcion de la célula, estd rodeada por una zona pelicida en la que
5€ une el ovocito y las células de la corona radiada, Estas células tienen aspecto cuboidal con
nicleo esférico y escaso citoplasma (figura 11 a).

El estroma del ovario circunda a estos foliculos, se organiza alrededor de I3 membrana
basal para formar ias tecas, en la que se observan fibroblastos fusiformes con ef eje mayor
paralelo a la pared folicular, con niicleo alargado, tefiido intensamente y fibras de colagena
eosindfilas. En la teca interna se observan las células esteroidogénicas cercanas ala
membrana basal, bien definidas al tefiirlas con la tricrémica de Mallory, los cuales tienen ef
nucleo ovoide o esférico y citoplasma abundante. Hacia |a parte externa de esta teca
predominan los fibroblastos y no se pueden identificar las células mioepiteliales. En el estroma

se observa tejido conectivo intersticial con fibroblastos distribuidos de manera irregular. En
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algunas areas estan las glandulas interticiales y abundantes vasos sanguineos de gran
diametro, sobre todo en 1a regidn medular (Figura 11a). No se observaron foliculos terciarios.

Foliculos atrésicos primarios

Entre el estroma también se encuentran foliculos en diferentes grados de atresia, que
se relacionan con el tipo de foliculo en que se manifesto la degeneracion, clasificado como:
primario y secundario.

En los foliculos atrésicos primarios mas pequefios, se pierde por completo el ovocito y
la zona pelicida esta plegada sobre si misma como una cinta, localizada en el interior de una
cavidad, que se ha formado al degenerar el ovocito. Alrededor de 1a cual se observan células
semejantes a las esteroidogénicas que se confunden con las del estroma ovarico. Los que
tienen un didmetro de 28.8 a 60.0 um hasta 148.8-148.8 pm inician la atresia. El citoplasma del
ovocito presenta unas areas con vacuoias o inclusiones citoplasmicas, localizadas,
principalmente en la region cortical, que dejan espacio con cariolinfa caracteristico de la
atresia y su nicieo no se observa (Figura 12a) .

El ovocito pierde ia comunicacion con las células granulosas de ia corona radiada, la
zona pellcida esta engrosada y aparece un amplio espacio entre ambas estructuras, donde es
frecuente encontrar macréfagos y cuerpos baséfilos semejantes a los apoptédticos. En algunas
células foliculares el nicleo es picnético, ovalade o fusiforme y es semejante al de los
fibroblastos del estroma ovérico o las de la teca interna. La cantidad de céiulas granulosas
varia entre una y dos capas desorganizadas (figura 12 a).

Foliculos atrésicos secundarios

Los foliculos atrésicos secundarios mas jévenes tienen un ovocito de 28.8 a 33.6 pumy
en los mas evolucionados de 33.6 a 48 um (Tabla 2). El citoplasma tiene cambios
degenerativos como granulaciones o vacuolas de contenido densamente tefiido, con
inclusiones baséfilas pequefias, que son estructuras semejantes a los cuerpos apoptoticos.
Las células foliculares no estdn unidas al ovocito. Algunas células granulosas tienen nicleos
picnéticos de menor tamafio o irregulares, otras, con la cromatina en grumos gruesos tefiidos
fuertemente, que con frecuencia se extienden hacia la periferia y se unen a la membrana

nuclear. El nucléolo en los nicleos de las células menos alteradas, es de menor tamafio que el
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de las células normales y en las que presentan un grado de compactacién cromatinica mayor,
en la que no se puede distinguir diche nucléolo (figura 13 a).

En el citoplasma de estos foliculos atrésicos, se observan granulaciones abundantes y
evidente vacuolizacion, que en algunas involucra la mayor parte de éste. Las células
foliculares de la corona radiada y el estrato granuloso estin desorganizadas en distinta
proporcion. Entre las células se distingue una invasion masiva de macréfagos en su mayoria
en el liquido folicular asi como, pero en menor proporcion, entre las células de la granulosa.
Algunos macrofafos tienen nucleos de forma arifionada y otros multinucleado. La zona
pelicida se engrosa y deforma. En otros, aln existen restos deformados del citoplasma del
ovocito rodeado por la zona peldcida. En pocas ocasiones tienen signos de fragmentacion
(figura 13 a).

En la teca interna las células esteroidogénicas se distribuyen en grupos, exhiben un
volumen nuclear y proporcién mayor, ya que forman de 4 a 5 capas en relacion con la de los
foliculos secundarios normales. Algunas de las células de la teca interna se confunden con las
del estroma ovérico. Los friboblastos fusiformes estdn pobremente definidos y los vasos
sanguineos tienen un didmetro reducido (figura 13 a),

Grupos Experimentales

Foliculos normales

Los ovarios de los grupos FNZ, FNZE y E tuvieron una organizacién y constitucién de
la corteza y médula similar a los controles. Los foliculos normales, sin embargo, se
encontraron en una proporciéon menor a la normal, en cambio los atrésicos tienen una mayor
proporcién y la gama de las caracteristicas de atresia es mas amplia que la observada en los
controles. En los grupos FNZ, FNZE y E las células granulosas de los foliculos primordiales,
primarios y secundarios tienen alta afinidad por los colorantes tanto Acidos como basicos
(figura 8-13 b, ¢, y d),

Foliculos atrésicos primarios, FNZ

En los tratados con FNZ el ovocito, que mide de 2.4 a 7.2 um, esta fragmentado y
deforme; ademas muestran signos de degeneracion como la presencia de inclusiones

citoptdsmicas. E! ovocito de estos foliculos tienen nlcleos con grumos gruesos de cromatina,
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el nucléole es grande, muy tefido y con una estructura reticular densa, y la membrana nuclear
deformada. Las células granulosas estan desorganizadas, presentan vacuolas y nucleo con la
cromatina abundante, en grumos o picnéticos y los macrofagos son escasos (figura 12 b).

Grupo E

Los foliculos miden de 28.8 a 33.6 um de diametro {figural2c), en la tabla 3 estan
agrupadas las medidas de los diferentes foliculos atrésicos de este grupo en rango de menor a
mayor. En este grupo se observan foliculos atrésicos primarios con caracteristicas similares al
de los controles, pero las células granulosas tienen nicleos con cromatina abundante (figura
12 ¢).

Grupo FNZE

Los ovocitos de los foliculos atrésicos primarios del grupo FNZE, que miden de 2.4 a
14.4 um, tienen nucleos con grumos gruesos de cromatina, muy tefiido y con una estructura
reticular densa similar al del grupe FNZ. También se observan algunos foliculos atrésicos
primarios con el ovacito en plena division celular, que formaban pseudomérula (no se
observa). La membrana basal tanto de foliculos primarios como secundarios atrésicos esta
contraida, deforme y tefida fuertemente con la tincidn de Mallory. Las células esteroidogénicas
de la teca interna, estdn hipertrofiadas, forman una capa gruesa con aspecto glandular
alrededor de la membrana basal y estdn delimitadas por fibroblastos paralelos a la superficie
folicular (figura 12 o),

Foliculos atrésicos secundarios. Grupo FNZ

En los grupos FNZ los foliculos atrésicos secundarios presentan la zona de la corona
radiada alterada morfolégicamente, algunas de las células granulosas muestran nicleos
picnoticos, y se han separado de esta 4rea, en donde empiezan a observarse los macréfagos.
Su ovocito muestra un niclec con una gran parte de la cromatina en grumos gruesos. Se
observa que la membrana basal presenta una alteracién merfolégica. Las células de |a teca
estan dispuestas en hileras rodeando ia membrana basal con apariencia glandular, La mayoria
de las células que conforman el foliculos presentan cromatina en grumos gruesos, si no estan

picnéticas y el citoplasma es abundante (figura 13 b).



Grupo E

Los foliculos atrésicos secundarios del grupo E, que miden de 258.2 a 345.6 um, tiene
el ovocito aislado de las células de la corona radiada por un espacio de espesor variable, En la
periferia y en el espacio intercelular de las céluias foliculares que forman el cimulo ovigero, en
el licor folicular y en las células de! estrato granuloso se observan macrofagos, que invaden
radialmente y avanzan hacia el liquido folicular. En esta drea, también contiene cuerpos
pequefios, baséfilos semejantes a los apoptoticos © a los microntcleos. El ficor folicuiar
muestra grumos aciddfilos abundantes con aspecto de precipitados protéicos. La - membrana
basal esta deformada (figura 13 ¢).

Grupo FNZE

En el grupo FNZE se observan foliculos atrésicos secundarios con dos ovocitos, uno
de esos tiene un didmetro de 36 a 40.8 um y el ofro de 31.2 a 50.4 um (Tabla 3}, presentan
inclusiones citoplasmicas a manera de grumos grandes y zonas é:laras. La zona pellcida esta
engrosada y separada de las células de la corona radiada y el liquido folicular, que tiene
abundantes areas aciddfilas, que pueden ser restos citoplasmicos de las células foliculares
degeneradas. En estes foliculos las células faliculares han perdido la organizacion tipica. En
este grupo similar al de FNZ, las células granulosas y tecales forman cromatina en grumos
gruesos y citoplasma abundante (figura 13 d).

Cuerpo lateo, Células Liteas y Paraliteas

Controies

El cuerpo lteo de los grupos NT y S miden de 120.0 a 199.0 um, en los més pequefias
y de 235.0 a 336.0 um los més grandes (tabla 4).

Presentan celulas ldteas con nlicleos casi esféricos, que miden de 3.0 um hasta 4.0 a
5.0pm. El nucleo fusiforme de las células paraluteas tiene un diametro que varia de 1.0 a 3.0
pmy de 2.0 a 6.0 um (Tabla 4). Los dos tipos celulares tienen de uno a dos nucléolos tefiidos
intensamente. La cromatina del nicleo interfasico, se encuentra, en la mayoria de los casos,

hacia la periferia cerca a la membrana nuclear y rodeando el nucléolo (figura 14 a).

Grupos experimentales
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Grupo FNZ

El cuerpo liteo tiene un diametro de 267 a 215 um aproximadamente. Las células
liteas son voluminosas, poliédricas irregulares, con citoplasma acidéfilo abundante. El nicleo
ovalado tienen un diametro menor de 3.0 a 6.0 um y uno mayor de 4.0 a 7.0 um (Tabla 4). La
cromatina forma grumos gruesos alrededor del nucléolo y de la membrana nuclear (figura 14
b). Las células paraliteas de FNZ son fusiformes, con escaso citoplasma, tienen un nicleo
con diametro entre 1.0 a 5.0pm y 2.0 a 8.0um. Su cromatina estd en grumos y el nucléolo no
se logra identificar con claridad (figura 14b).

Grupo E

El cuerpo iteo del grupo E con diametros de 225.6 a 312 2.0 um aproximadamente,
tienen células liteas que miden de 2.0um y 4.0 a 5.0um, tiene caracteristicas similares a las
células |uteas de FNZ (Tabla 4). También se ohserva que tanto en el control como en los
grupos experimentales, algunas células tienen la cromatina distribuida a manera excéntrica
hacia un punto de la membrana nuclear o tienen cariolinfa clara, casi transparente de forma tal
que se confunde con el citoplasma. Las células paraliteas tienen nidcleos con diametro
similares a los controles, los primeros tienen, ademas la cromatina en grumos gruesos (figura
14 c).

Grupo FNZE

En las hembras del grupo FNZE se observan cuerpos liteos que miden de 192 a
225.6um, células ldteas semejantes a las descritas en el grupo FNZ y ofras mas pequefias con
un diametro que varia entre 2.0 a 3.0 um y 5.0 a 5.0um, lo cual es un indicador de la
heterogeneidad que presentan. Las parallteas tienen formas similares a FNZ y su nicleo tiene
un diametro que varia entre 1.0 a 3.0um y 3.0 a 7.0um, algunas de estas células tiepen la
cromatina en grumos gruesos, con &l nucléolo poco evidente, pero en otras se observa con
claridad (figura 14 d).

El citoplasma de ambos tipos celulares en los grupos de FNZ, FNZE y E, tienen

inclusiones, algunas débilmente tefiidas con aspecto de vacuoias.
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Aspectos Estadisticos

En los cortes histoldgicos del ovario de raton, estrictamente, seriados se contaron los
foliculos y el nimero de las poblaciones celulares del cuerpo iGteo por campo.

Los foliculos primordiales, primarios, secundarios y atrésicos primarios del grupo
control, de acuerde a las frecuencias absolutas presenta una distribucion normal.

La proporcién de foliculos primordiales en los ovarios de todos los grupos
experimentales se redujo significativamente a un nivel de p < 0.001, debido a que guardan una
relacion de aproximada de 1:1.6 en relacion con los controles (Tabla 5).

El numero de foliculos primarios disminuyd, sin embargo tuvieron un comportamiento
estadistico distinto. En los tratados prenatalmente con FNZ el promedic es de 17.520.9 (p <
0.05), en los de FNZE 14.3:1.4 {p < 0.001) y en E de 21.0+£3.6 {p < 0.01), pero no hubo
diferencias en el numero de foliculos primarios en el grupe S (32.646.8) v el NT (33.4%1.1),
valores que son los de una curva normal.

Los foliculos secundarios se comportaron de una forma similar a los foliculos
primarios, ya que en todos los grupos experimentales FNZ, FNZE y E se observd que
disminuia su cantidad, que es de 3.0£0.6, 3.5£0.97 y 3.5%1.0, respectivamente (p < 0.01), que
tuvieron una proporcion aproximada de 1:2 con relacion a los confroles S, con 10.0£0.9 y NT
con 8.0+1.0.El grupe E con un promedio de 6.2£3.1 entre los que la diferencia no fue
significativa,

La cantidad de foliculos atrésicos primarios fue alto y consistente en todos los grupos
de experimentacion, que en FNZ fue de 17.822.4 (p < 0.01), en FNZE de 27.512.6 y en E1 de
34.9+4.7, que tuvieron una diferencia significativa a nivel de p< 0.001 con respecto a los
controles NT (11.6+1.0), o equivale a una proporcién aproximada de 2.7:1.

El ndmero de foliculos atrésicos secundarios ascendioé en los grupos de FNZE, que fue

de 21.2+26 (p < 0.05) y E de 13.4+1.4 (p< 0.05). El grupo de FNZE tiene una proporcion

aproximada de 2.2:1 por arriba de los controles.
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La frecuencia del nimero de cuerpos llteos en los ovarios de hembras tratadas
durante la etapa prenatal también decrecié en grupos de experimentacion, como FNZE con un
promedio de 3.6+0.7 (p < 0.003) y E de 3.9+1.1 (p <0.03).

De las subpoblaciones del cuerpo hiﬁeo, las células ltiteas fueron mas numerosas con
respecto a los controles cuyo promedio fue de 23.4+0.7 (tabla 6), en los grupos de FNZ el
promedio fue de 17.6+0.6 (p < 0.01) y E de 20.0+1.2 (p < 0.01), pero no hubo diferencias
significativas en FNZE, el cual tenia un promedio de 23.5:0.6. Las células paraiiteas también

aumentaron su proporcion en todos los grupos tratados (p < 0.01) (Tabla 6).

Determinacion hormonal

La determinacion de las hormonas esteroides 17§ estradiol y progesterona en el
plasma, por radivinmunoensayo, dio como resultado que la primera no se detectara, en
cambio la progesterona se cuantificd en todos los grupos. En el grupo FNZE disminuyo6 (p<

0.001) con respecto a los controles, aunque los datos presentan una dispersion alta (tabla 7).
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Figura 8. Vista panordmica del ovario de ratones de 63 dias. A grupo controi (NT) y 8. grupo at que se le
administré fluntirazepam (FNZ). Se observan cuerpos i(teos (ci), en la corteza ovarica (co), foliculos con
apariencia normal {(fn) y atrésicos (fa). H-E. 45X



Figura 8 (C y D). Vista panoramica del ovario de ratones de 83 dias, C: al que se le sometid a estres (E) y D
se le administrd FNZ después de someferio a E por inmovilizacion, en ambos se observan cuerpos liteos
(c)y en la corteza ovérica (co) foliculos con apariencia normal (fn) y atrésicos (fa}. H-E. 45X.



Figura 9 {A y B). Foliculos primordiales (sefialados con una flecha) del ovarios de ratones de 63 dias. A
control (NT) v B: del grupo experimental tratado con FNZ, en ambos, se aprecia el ovocito primarie (o) con
nlclec grande y ovalado, rodeado por células foticulares (f), en tas que sobresale ei ndcieo, también ovalado
o fusiforme En B se distinguen nlcleos de las células del estroma (ce) con abundante cromatina en grumos
grueses H-E. 1125X



Figura 9 (C y D). Foliculos primordiates {seflalados con una flecha) del ovario de ratones de B3 dias. C:
sometidos a € y Dt a los que se le administrd FNZ después de someterlos a E. Se observa el ovecito
primario (0) con nicleo ovalado y a su alrededor las células foliculares {f). En D, las céluias foliculares de
los folfcutos primardiales y primario (1°) presentan cromatina abundante y en grumos gruesos. H-E. 1125X,



Figura 10 (A y B). Foliculos primarios (flecha) del ovaric de ratones de 63 dias del grupos control (A) y FNZ
(B), el cual fue tratado con una dosis de FNZ de 2.5 mg/kg de peso. Se distinguen ovocitos {0) rodeados por
una capa de células foliculares (f) cuboides y en la periferia por las células de [a teca {t). En B los ovocitos,
las céiulas foliculares, las tecales y las del estroma (ce) tienen niciec voluminoseo, cromatina en grumos
gruesos y citoplasma abundante. H-E. 450X.



Figura 10 (C y D). Folicuios primarios {flecha) del ovario de ratones de 63 dias. C: del grupo sormetido a E y
D los tratados con FNZE. Se cobservan los ovecitos primarios (o) rodeados por una capa de células
foliculares (f) y en la periferia estan las células de las tecas (1). £n FNZ el ovocito, las celulas foliculares,
tecaies y las del estroma (ce) tienen nicleo voluminoso, cromatina en grumos gruesos y citoplasma

abundante. H-E. 450X.



Figura 11 (A y B). Foliculos secundarios del ovaric de ratén de 63 dias El conirol (A) y el tratado
prenatalmente con FNZ (B), en ambos de observa un ovooite pnimario, rodeado por las células de la corona
radiada {cr), del estrato granuloso (g) y las de ia teca interna (), las cuales tienen nlcleos ovoides. En FNZ

las células presentan cromatina en grumos gruesos Y las del estrato granuloso tienen un grado de
descrganizacion {dg) H-E. 450X



Figura 11 (C y D). Foliculos secundarics del ovaric de ratén 63 dfas, sometidos a E (C) y tratados
prenatalmente con FNZE, D, Se observa el ovocito primario (0), a su alrededor estén las células foliculares
de la corona radiada {cr), las del estrato granuloso (g) y de las de la teca interna (1). En D las células
presentan cromatina en grumos gruesos y en ambos las granulosas tienen un grado de desorganizacién. H-

E. 450X



Figura 12 (A y B). Foliculos atrésicos primarios (flecha) del ovario de ratones control (A) y de los tratados
orenatalmente con FNZ (B), Ef ovacito {0) que se ha separado de tas céiulas foliculares (f) tiene inclusiones
citoplasmicas (i) y se identifican macréfagos (m) entre las células foliculares, fas cuales tienen o no nlclecs
picnéticos (np), ¥ no hay macréfagos en las tecales (1). Otro atrésico primario (cabeza de flecha) presenta la
zona peitcida (zp) plegada y el ovocito esta ausente. En FNZ los foflculos muestran céiulas con mayor
afiridad por los tintes y son mds voluminosas. H-E. 450X
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Figura 12 (C y D). Foliculos atrésicos pnmarios de los ovarios de ratones de 63 dias C: se le sometiéa E y
D se le administré ENZE. En  ambos se observa que los atrésicos primarios (flecha) tienen el ovocito {o)
con numerosas inclusiones citoplasmicas {1}, la zona pelicida (zp), parcialmente separada y las células

foliculares tienen aspecto glandular. En D ademds de las caracteristicas de atresia el foliculo tiene ¢é  as
mas voluminosas y cromatina en grumos gruesos H-E. 450X



Figura 13 A y B. Foliculos atrésicos secundarios de un ovario de ratén. Control. A y el que se fe administrd
FNZ, B. El ovocito {0) de estos foliculos tiene inclusiones citoplésmicas (i) algunos con apariencia de cuerpo
apoptético (¢), la zona pellcida (zp) estd desprendida y en el aniro folicular las células de la corona radiada
se han deformado, entre ellas hay macrofagos (m) y las célutas de la teca (t) estadn desorganizadas. En B
tas cé&lulas del foliculo y del estroma tienen mayor cantidad de cromatina en grumos gruesos. H-E. 450X,



Figura 13 C y D. Foliculos atrésicos secundarios de un ovario de ratén E y FNZE, respectivamente. En
ambos hay macréfagos (m) entre las células foliculares (f), las cuales algunas tienen nucleos picnéticos
{np). Estas células como ias de la teca (t) estan desorganizadas. £n FNZE et foliculo tiene doble ovocito (o)
y en el liquido folicular {If) hay gran cantidad de grumos con apariencia de precipitados. H-E. 450X,



Figura 14 (A y 8). Cuerpo liteo de un ovario de ratén contro! (A) y expuesto prenatalmente a FNZ (B). Las
células l(teas (¢!) ocupan una mayor superficie en el cuerpo llteo que las paraliteas (p) tas cuales
generalmente, estdn rodeando capilares En B las células luteinicas tienen nlcleos mas voluminosos,
abundante cromatina en grumos gruesos o compactada y mas cantidad de citoptasma. H-E 1125X



Figura 14 C y D. Cuerpo lGteo de un ovario de ratén sometido a E (C) y otro al que se le administro FNZE
prenatalmente (D). En ambos las células lateas (cl) tienen gran cantidad de inclusiones citoplasmicas (i}. En
D, se cbservan células paralGteas {p), que estén dispersas en el campo y de tamafios diversos. En amboes
las células tienen cromatina en grumos gruesos H-E. 1125X
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Tabla 5.

Distribucion de los valores de la media, error estandar y p, en diferentes tipos de folicuios
en ovario de ratéon, en estro, tratados durante su periodo embrionario a flunitrazepam y

sometidos a estres.

Tratamientos

Tipos de Foliculos

Primordial Primarto  Secundaric Atrésico 1°

Atrésico 2° n

NT

FNZ

FNZE

16.8 £ 1.1 33.4 +1.1 8.8+1.0 11.6 £1.0

77125 17.5+£19* 3.0£06"™ 17.8:z24™

89+12" 143 x14"™ 351097 275z28"

9.5+£1.5"™ 21.0£3.6™ 35110 349147

10.4 + 2.1 32668 100zx08 10013

10.8+£1.3 20

126+1.9 10

21.2:26"™ 14

13.4 £1.4* 8

11,2208 5

Contrales (NT, no tratados y 8, con solucién salina al 0.8%); FNZ: flunitrazepam; FNZE: flunitrazepam
después de someter a estrés; £ animales sometidos a estrés en e sexto dia de gestacién. p < 0.05%, p<
0.01*, p< 0.001***



Tabla 6.

Distribucion de los valores de la media, error estandar y p en las células l(teas,
paraliteas y nimero de los cuerpos liteos (ci) de ovarios de ratdn, en estro, que fueron
sometidos in utero a flunitrazapam y/o a estrés.

Tratamientos [Promedio del n® de células lateas/ campo

t.uteas Paraliteas Total n° de ¢l n
NT 23407 B1+0.4 149038 65+1.0 "
FNZ 17.6 + 0.6"* 5.8 +04™ 105102 48+09 8
FNZE 2351086 96 +0.6% 16.7+0.9 3.6 0.7+ 8
E 20+£9.2™ 53086 17.0+£1.2 39+11 9
S 21.3+08 7.2+0.5 14809 59+08 5

Control (NT, no tratades y 8, con solucion salina al 0.9%), FNZ: flunitrazepam; FNZE: flunitrazepam
después de someter a estrés; E: animales sometidos a estrés en el sexto dia de gestacion. p<0.03*,
p<0.01** y p<0.001***,

Tabla 7

Distribucién de los valores de la media, desviacion estandar y p, de la concentracién de
progesterona de los ratones tratados durante su periodo embrionario a flunitrazepam y
sometidos a estrés.

Grupos Promedio (pg) Desv. n
Estand.

NT 1533 860 20

FNZ 1095 826 15

FNZE 884* 406 17

E 1028 327 8

Control (NT, no tratados); FNZ: flunitrazepam; FNZE: flunitrazepam después de someter a estrés; E:
animales sometidos a estrés en el sexto dfa de gestacién. p<0.01*,



eaneoubis eouass)ip .

509)n} s041n? K SO|NJJj0f Bp OJaWINU (9P UGIINUILUSIR ﬁ

soan] sodiens A SONS)[0) 9P CIBLUNU Jap GjuUBLLNE h
- - : - - - - N
- - - - - - - S

N

"$OSIN oC "001SBIY ol "OJISBl)Y OLEpUNDaS  oLBWlG [elpiowiny  sodnio
sodiany
ap
euo.aiseboid 0JoWnNN sojngjjo4 sp sodif

sajejuauuadxa sodrub sof eied , Juspnis ap § A M “ABUNAA Uuely 9p N ° _X seqanid si| ap sopejInsal ap sisliguy

+C
ge|gel



41

DISCUSION

El analisis histologico de ovario de ratén adulto sometide durante el periodo
embrionaric @ FNZ y/o a estrés por inmovilizacién no ha sido descrito en Ia literatura, sin
embargo, se reportan alteraciones con DZ en ovario (Hernandez-Alvarez y cols., 1991), En el
presente estudio se analiza, mediante técnicas histolagicas y morfométricas, las
caracteristicas y la frecuencia de los foliculos primordiales, primarios, secundarios normales;
primarios y secundarios atrésicos, de los cuerpos liteos, y de las células liteas y parallteas
de rafones tratados in utero con FNZ, estrés o ambos (Tabla 8).

Los cortes histoldgicos de los grupos FNZ, en general, presentan alta afinidad por los
colorantes dcidos y basicos; cromatina en grumos gruesos que persisten hasta la vida adulta,
lo que coincide con lo observado en ovario tratado con DZ in utero (Hernandez-Alvarez y cols.,
1991), esto se puede deber a que el farmaco fiene una accidn directa sobre el ADN,
produciendo rupturas en los cromosomas, similares a las encontradas in vitro en linfocitos con
DZ, a concentraciones de 0.1, 1.0, 10.0 y 20.0 pug/m! de medio de cultivo, en |os cuales,
también aumentan la formacion de isocromosomas (Stenchever y cols., 1975).

Con dosis de 5 ug/ml, el DZ produjo en ratén de la cepa MFI, después de permanecer
en medio de cultivo durante 16 horas, una reduccion del porcentaje de ovocitos que entran a
meiosis Il. En concentraciones de 25 ug/ml, pravocd la detencion en la meiosis {Eichenlaub-
Ritter y cols., 1996).

A través de un estudio utilizando los modelos tedricos, realizado en el Instituto de
Quimica de la UNAM, se demostré Ja probabilidad de que el DZ forme aductos con el ADN al
insertarse en forma transversa a la doble hélice, lo que provocaria la rupturas cromosomicas,
que aumentaria la formacién de la cromatina dispuesta en grumos como los observados en
tos tejidos fetales y adultos de ratdn expuestos in utero al farmaco (Marquez-Orozco, 1997).

Otra caracteristica de los grupos FNZ es el citoplasma abundante y con inclusiones,
vacueclas o grumos, que probablemente son la manifestacion histologica de ia presencia de
alteraciones de fos organelos citoplasmicos, como las observadas mediante microscopia
electronica en el corazdn y el higado de fetos de madres tratadas con DZ. Estos tenian el

citoplasma con vacuolas grandes, delimitadas por una membrana bien definida, rodeadas por
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abundantes granulos de glucogeno, el reticulo endoplasmico rugoso con cisternas dilatadas,
abundante complejo de Golgi y polirribosomas (Marquez-Orozco y cols., 1993, 1987). También
Stenchever y cols. (1975), encontraron, ademas, alteraciones en los organelos citoplasmicos
semejantes a los descritos, elementos membranosos y reduccion de la cantidad de colagena.
La presencia de numerosos polirribosomas, de acuerdo con el modelo tedrico, realizado en el
Instituto de Quimica de la UNAM, podria deberse a que el DZ y, probablemente ofras
benzodiazepinas como el FNZ también pueden interferir con la sintesis de la aminoaci
sintetaza, responsable de unir los aminoacidos al ARN transferencia, lo que explicaria la
acumulacion de polirribosomas y la alteracion de [a sintesis de proteinas (Marquez-Orozco,
1997).

La disminucién, estadisticamente significativa, de la cantidad de foliculos primordiales,
primarios y secundarios normales en el grupo FNZ, se puede deber a una alteracion en la
diferenciacion de los primordiales y al desarrollo de los primarios y secundarios, relacionados
con la modificacién morfolégica y fisiolégica de sus organelos citopiasmicos que podrian
impedir la respuesta normal a las hormonas hipofisiarias; por ejemplo, el no desarrollo de la
cantidad de receptores a éstas, [0 que a su vez explicaria la presencia de una proporcién
mayor de foliculos atrésicos primarios o secundarios (tabla 5). Los foliculos secundarios del
grupo FNZ no aumentaron significativamente con respecto al grupo NT, tal vez se deba a la
gran dispersion de los datos del grupo FNZ, lo que aplana la curva. Hernandez y cois. (1991)
al administrar DZ, también encontraron un aumento dei namero de foliculos atrésicos, pero los
normales aumentaron, {0 que difiere a o observado en el tratamiento con una dosis Unica de
FNZ, que puede deberse al tiempo de exposicidn a la droga, puesto que con DZ fue del 6° al
17° dia de gestacién, sin embargo, es importante resaltar el hecho de que los tejidos de los
animales tratados con FNZ experimenten dafios similares a los producides por el DZ, a pesar
de la utilizacién de una sola dosis; aunque ambas BDZ son ligando del RBC asociado al GABA
y del RBP, los cuales aparecen temprano en el desarrolio.

Los RBC, han sido identificados al utilizar como ligando el FNZ ' en embriones y
fetos humanos de la 72 a la 26® semana de gestacién y en el dia 19 en los fetos de ratas. Los

RBP son de aparicién mas precoz que los RBC, y se han podido detectar en a rata a los 16
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dias (Hebreband y cols., 1988; Anhoit y cols., 1985). La gran variedad del efecto farmacolégico
de las BDZ puede deberse a la presencia del RBC, localizado en el sistema nervioso central
(SNC) (Feldman y cols., 1997) y el RBP, que se encontr tanto en el SNC como en los tejidos
de érganos periféricos (Parola y cols., 1993; Zisterer y cols., 1897).

El RBP forma un complejo proteico, cuyo ligando agonista permite el paso del
colesterol a través de la membrana externa de las mitocondrias, el cual puede
biotransformarse en el ovario, el SNC y las glandulas suprarrenales en estergides, como [a
progesterona, precursora de otras hormonas (Parola y cols., 1993; Riond y cols., 1991}). Por
otra parte, si las BDZ inducen el aumento de la concentracion de esteroides, éstos podrian
provocar un desequilibrio fisioldgico del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario (H-H-O), ya que al
inhibir 1a secreciéon de GnRH, la LH y la FSH disminuye el estimulo necesario para mantener la
producciéon de hormonas ovaricas. Al bajar la concenfracion de estas hormonas podrian
hipertrofiarse las células de la teca interna y las células granuiosas, presentar caracteristicas
similares a los descritos durante la apoptdsis 0 muerte celular programada. Algunas de las
células apoptéticas presentan una cromatina compacta, desplazada hacia la periferia de la
membrana nuclear, ofras en la que la cromatina es densa y homogénea (picnética) y unas
mas en la que se condensa en grumos y tienen abundante citoplasma con inclusiones
acidofilas, localizadas entre células con apariencia de ser viables. El proceso ha sido descrito
por Wyllie (1980) y Jolly y cols. {1997) en las células apoptdticas foliculares, utilizando el
marcaje del extremo 3’ (técnica de TUNEL) y observaron, que en fas células al experimentar la
apoptosis el ADN se ha fragmentado, lo que era un indicador temprano del proceso de atresia
folicular. A pesar de la similitud en las caracteristicas morfoldgicas de las células granulosas
del grupc FNZ con las apoptéticas, seria necesario emplear técnicas especificas para
corroborar la fragmentacién det ADN, asi como autorradiografias o fluorometria, para medir de
manera cuantitativa actividad de las caspasas, o de la enzima interconvertiodora de
interleucina -1 (ECI), que participan en el proceso de la apoptosis (Kaipia y cols., 1997).

Sinha-Hikin y cols., (1997) corroboraron el efecto de la ausencia de ias hormonas
troficas sobre las célujas germinales de ratas adultas, utilizando antagonistas de hormonas

hipofisiarias, las cuales provocan un aumento en la fragmentacién del ADN. La correfacién
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entre las células en degeneracion y las apoptéticas, presentan una r=0.94 (p< 0.001) (Sinha
Hikim y cols., 1997).

El numero de células liteas y paraliteas del grupo FNZ, difiere de las encontradas por
Hernandez y cols., ya que con DZ aumentaron y con FNZ disminuyeron. Esto podria deberse
al tiempo de exposicién prolongado del DZ durante la gestacidn; ademds, en un sentido
farmacolégico, el DZ pasa por un proceso corto de biotransformacian, tiene un atomo de
halégeno (Cl) y su esteroquimica es mdés afin a los receptores benzodiazepinicos que el FNZ,
el cual tiene vias de metabolismo mas complejas (Cirimele y cols., 1997; Zisterer y cols., 1997;
Marquez-Orozco, 1997) .

Otra posible explicacion de la alteracion, es que el FNZ afectara el desarrolio del SNC
como lo hace el DZ, que retrasa la migracion y la diferenciacion de las células neuroepiteliales
y de las neuronas. Altera las fibras mielinicas que presentan vainas con laminas
desorganizadas y engrosadas a nivel de la corteza cerebelar, el cuerpo estriado y el
mesencéfalo (Marquez-Orozco, 1997). Esta alteracion se ha observado en otras areas del
SNC, como en el hipotdlamo y el hipocampo (informacién personal, Mérquez-Orozco), que
podrian modificar {a fisiologia del eje H-H-O y desequilibrar la accidn hormonal a nivel del
ovario.

Un indicador de la alteracién del eje H-H-O podria ser la disminucién de [a
concentracion de progesterona en el suero sanguineo, del nimero de cuerpos liteos y del
nimero de céluias liteas y paraliteas por campo, presente en los ratones de! grupo FNZ.

Par otra parte, el elevado niimero de foliculos atrésicos primarios y secundarios de las
hembras del grupo E, y la disminucién del niimero de foliculos primordiales, primarios y
secundarios normales, probablemente disminuyan la cantidad de ovocitos que lleguen a
madurar. Lo anterior se puede deber a que el estrés induce un incremento de la secrecion de
glucocorticoides a nivel suprarrenal, provocado por la produccidn excesiva de hormonas
hipotaldmicas e hipofisiarias, que en conjunto constituyen el eje H-H-Suprarrenal. Coma los
glucocorticoides son precursores de las hormonas esteroides, al aumentar sus niveles en la
circulacion, de acuerdo a lo descrito por Sratakis y Chrousos (1995), inhiben la secrecién de |a

LHyla FSH.
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Billig y cols. (1993) a ratas inmaduras hipofisectomizadas les colocaron implantes de
dietilestitbestrol (DES) por dos dias y después de removerios, cada 12 horas sometieron a un
grupo a fratamiento con estrégenos, otro al de andrégenos (testosterona) y uno mas no recibio
hormonas. En los tres cuantificaron el ADN marcado, el fragmentado, y por técnicas
histoquimicas demostraron que ta ausencia de estrégenos induce apoptosis en las células
granulosas de los foliculos primarios grandes y de los secundarios, pero no tuvo este efecto en
las células de la teca interna, en las del tejido intersticial ni en las céiulas granulosas de los
foliculos primordiales y primarios méas jévenes. Billig y cols. (1993) y previamente Azzolin y
cols. (1983); comprobaron que el tratamiento con andrégenos incrementa la apoptosis y
produce cambios morfoldgicos en las células granulosas de los foliculos secundarios antrales
y de los preantrales.

Los giucocorticoides, ademas de ser imporiantes en el mantenimiento de la
horneostasis del organismo, participan en la activacion de proteasas del tipo ECI involucradas
en la apoptosis (Vaux y Strasser, 1996), por lo tanto, el aumento de la concentracién de
glucocorticoides también podria acelerar de manera directa la apoptosis, que se presenta
durante la atresia folicular. Jolly y cols. (1997), mediante marcaje del extremo 3' def ADN
(TUNEL) y microscopia, examinaron células apoptéticas en la capa de la granulosa de
foliculos ovaricos atrésicos y detectaron que este proceso aparecia en una etapa temprana de
la afresia, antes de los cambios morfoidgicos o bioquimicos indicadores de 1a atresia folicular.

El estrés fisico aplicado a ratones provoca aumento de los niveles de corticoesteroides
plasméticos y el nimerc de células apaptdticas en otros érganos como en el imo ¥ €l baso,
via caspasas 3 a fres horas de la exposicién, sin embargo puede el dafio puede disminuirse
mediante un antagonista (Fukuzuka, 2000).

La disminucion del ndmero de células liteas y parallteas en los ovarics de las
hembras del grupo E es ofro de los efectos del estrés agudo, el cual inhibe el eje H-H-O
(Stratakis y Chrousos, 1995) y reduce el suministro hormonal necesario para ia division de las
células del cuerpo liteo, que sintetizan la progesterona. Lo que coincide con la baja
concentracion de progesterona detectada en el suero, el cual representaria una tendencia a

pesar de no tener diferencias estadisticamente significativa, ya que el valor de la media es
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menor a! 50% del grupo NT; sin embargo, la dispersion de los datos de este grupo pudo
enmascarar las diferencias o bien que el tamano de la muestra sea insuficiente para
detectarlas. La dispersion de los datos, probablemente, esté relacionada con la observacién
del estro vaginal, que tiene una duracién relativamente mayor que el ovarico en la evolucion
de los foliculos y de los cuerpos liteos, que es tan rapida, por lo que, simplemente al no
sacrificar de forma simultanea a todos los animales, la determinacién hormenal podria ser
meodificada. L.a baja concentracién de progesterona sugeriria que de embarazarse estos
animales serian incapaces de mantener el desarrollo del embrién durante el periodo de
prefiez.

Para investigar si el FNZ evita que el estrés altere la estructura celular del ovario, se
utilizé el grupo FNZE, en el que también aumenta el nimero de foliculos atrésicos (tabla 5), lo
gue sugiere un efecto producido por ambos tratamientos, pudieron sumarse, en lugar de que
el FNZ eliminara el del estrés, debido a que los dos acttian sobre la regulacion directa del eje
H-H-0O, a través del eje H-H-S, que aunado a las alteraciones de los organelos citoplasmicos,
de la cromatina, ja mitosis y la diferenciacion celular sugerido por Méarquez Orozco (1997) con
el DZ, contribuirian al aumento de la atresia folicular.

En el cuerpo liteo el FNZE tiene tamarios celulares heterogéneos lo que coincide con
Aguirre y cols. (1999) en un estudio con ratones a los que se les sometid, prenatalmente a
estrés y a DZ, esto tal vez se deba a la accion persistente del estrés en algunas células y al del
farmaco en otras. La taila heterogénea de las células, también podria deberse a un efecto
similar al observado en ratas sometidas a estrés agudo, en {a cual incrementa el porcentaje de
RBP en las suprarrenales, los niveles plasmaticos de corlicosterona y la produccion de
esteroides (Ferrarese y cols., 1991), por lo que se produciria un proceso de retroalimentacion
que inhibe el eje H-H-O.

El aumento del nimero de células paraliteas en el grupo FNZE (tabla &), apoyaria ia
idea de que el FNZ, al igual que el DZ, altera la diferenciacion y la morfologia celular que
tendria come consecuencia alteraciones fisioldgicas que se aunarian a las del estrés. Aguirre y

cols. (1999) coincide en la alteracion que provoca la combinacion del estrés y el DZ, en el
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aumento del nimero de células paraluteas, pero no en la disminucion de las células lUteas, ya

que en el grupo FNZE no hubo diferencias con respecto a los controles.

Es evidente que los efectos sedantes, miorrelajantes e hipnéticas de Ias
benzodiazepinas como el FNZ y el DZ, mejoran las caracteristicas psicoldgicas de los
pacientes sometidos a estrés, sin embargo, por su accion a nivel del SNC y de los ovarios, al
igual que en los ratones, podria alterar el eje H-H-O y no revierten la que tiene el estrés sobre
el H-H-S, que repercute sobre 1a fisiologia del primero. La posibilidad de extrapolar los datos a
la especie humana existe, ya que, por ejemplo las alteraciones del aprendizaje y de la
actividad locomotora observadas en los nifios nacidos de madres gue tenian concentraciones
altas de BDZ en la sangre, durante el parto, son semejantes a las observadas en las crias de
ratones expuestos prenatalmente a DZ. Todas la observaciones podrian sugerir que al menos
en la histologia y morfometria de los foliculos y el cuerpo 1Gteo del ovario, el FNZ no impide el

dario celular.



a3

CONCLUSIONES

L.a exposicion prenatal de ratones de la cepa ICR en una dosis Onica de 2.5 mg/kg de

peso de FNZ en el sexto dia de gestacidén provoca en el ovario de crias adultas:

Presencia de heterocromatina en grumos gruesos distribuidas atipicamente en los avocitos,

en las células granulosas, luteas, paraliteas y las tecales.

Aumento del tamafio nucléolar y citoplasma con vacuclas e inclusiones basdfilas,

principalmente en los ovocitos.

Incremento de !la atresia de foliculos primarios (p<0.01) y no significativa de los
secundarios, Disminucidn de la poblacidn de foliculos primordiales, primarios y secundarios

(p<0.05).

Disminucién del nimero de células lateas y paraliteas (p<0.01).

El estrés por inmovilizacion aplicade durante tres horas a hembras de raton de la cepa

ICR, en el sexto dia de gestacidn provoca en el ovario de crias adultas:

Disminucién significativa del nimero de foliculos primordiales (p<0.001), primarios y
secundarios (p<0.01). Aumento del numero de foliculos atrésicos primarios en una
proporcién de fres veces mayor que el grupo NT (p<0.001) y de los secundarios atrésicos
(p<0.05).

Disminucién significativa del nimero de células iGteas (p<0.01) y paraliteas (p<0.001).

El efecto de la administraciéon de FNZ después de someter a las hembras de ratdn de

la cepa ICR a estrés por inmovilizacién, en el sexto dia de gestacidn, induce en el ovario de las

crias adultas:

Presencia en los ovocitos, las células granulosas, las liteas y paraliteas con
heterocrornatina en grumos gruesos, prominente nuciéolo e inclusiones citoptésmicas.
Disminucién de dos veces el numero de los foliculos primordiaies, primarios y secundarios
{(p<0.01). Duplicacion del nimero de foliculos atrésicos primarios y secundarios (p<0.001).

Tamafio heterogéneo de las células luteas.
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incremento estadisticamente significativo del numero de celulas paraluteas (p<0.01).
Disminucién significativa de la concentracion de progesterona en el suero sanguineo (p<
0.01).

Los tratamientos de FNZ, E y FNZE aplicado a ratones de la cepa ICR, durante el sexto dia
de gestacién produce en el avario de las crias adultas efectos histologicos perdurables, que
pueden tener repercusiones fisioldgicas.

El FNZ administrado a ratones de la cepa ICR, durante el sexto dia de la gestacion,
sometidos a estrés, produce en el ovario alteraciones histologicas, que se suman a las

causadas por el estrés.
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PERSPECTIVAS

El uso de herramientas de la Biologia Molecular han sido instrumentos que permiten
descifrar los mecanismos moleculares de los procesos metabélicos.

Para verificar y corroborar los efectos del FNZ, dado que las benzodiazepinas fueron
usadas desde 1960, se requiere el usoc y manejo de técnicas de diagnéstico que permitan

correlacionar la relacion efecto-dano-dosis, es decir, molécula-estructura-funcion.

Existen referencias de trabajos bien documentados que constatan la relacion referida:
a. estudios de metabolitos de FNZ después de 12 a 72 horas de aplicacién (Salamone, 1997).
b. estudios de rutas metabolicas mediante antagonistas como pricrotoxinina (del receptor
GABA, o la biculina. Anélisis de dosis respuesta-efecto en la modificacion de receptores, a
nivel embrionarioc y adulto. Alteracidn de proteinas (RNAm) observadas mediante
secuenciacion.
c. estudios de apoptosis y factores que intervienen para poder diferenciar el dafio provocado

dependiendo de esos factores (Jolly y cols., 1997; Nagata, 2000).

La integracion de las diferentes técnicas ayudan a dilucidar otros efectos provacados

por las benzodiazepinas.
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