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RESUMEN: El diazepam (DZ) es un tranquilizante menor sintético, utilizado en pacientes con trastor-
nos psicoldgicos y psiquiatricos. Es sedante, miorrelajante, anticonvulsionante y antipsicético. El DZ atravie-
sa la barrera placentaria humana y la del raton. Mujeres jovenes que son adictas al farmaco, si se embarazan
y contintan utilizandolo, sobre todo durante el primer trimestre, exponen a sus hijos a presentar alteracio-
nes psicomotoras. El propdsito de este trabajo fue investigar si el DZ administrado durante la gestacion,
induce alteraciones ultraestructurales del miocardio fetal de raton. El grupo (DZ) de hembras gestantes de
raton de la cepa CD-1 fue tratado con dosis Unicas diarias de 1,0 mg/kg/pc/sc del dia 6 al 17 y un grupo (C)
que recibid solucion salina. El dia 18 las hembras de ambos grupos se anestesiaron, los fetos se perfundieron
por via intracardiaca con paraformaldehido al 1 % y glutaraldehido al 2,5 %, se les extrajo el corazdn, se
diseco el atrio, se fij6 en 0sO, al 1 % y se incluyd en resina epdxica. Los cortes finos se contrastaron con
acetato de uranilo y citrato de plomo y se observaron en un microscopio electrénico de transmision. En los
miocitos de los fetos del grupo DZ las sarcdémeras del miocardio compacto tenian menor longitud que las del
grupo C. Se observaron zonas con miofibrillas desorganizadas. El reticulo sarcoplasmico de algunos miocitos
presentaba cisternas distendidas y fragmentadas, mitocondrias alteradas y se observaron abundantes
polirribosomas. Los cambios podrian deberse al efecto del DZ sobre la sintesis de actina y miosina pesada y
sobre los organelos citoplasmicos, mediados por receptores benzodiazepinicos periféricos presentes en la
membrana externa de las mitocondrias y asociados a canales de calcio dependientes de voltaje. Las altera-
ciones ultraestructurales del miocardio atrial de fetos de ratones expuestos in utero a DZ podrian tener
efectos posnatales.
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INTRODUCCION

Las benzodiazepinas son un grupo de tran-
quilizantes menores sintéticos, del que existen
mas de 3,000 compuestos de los cuales el mas
empleado en medicina, es el diazepam (DZ)
(Stenbach et a/., 1962), comercializado por los
laboratorios Roche como Valium, se utiliza en la
eclampsia, preeclampsia, actividad prematura del
Utero, amenaza de aborto y en la analgesia obs-
tétrica durante el trabajo de parto. Es sedante
miorrelajante, anticonvulsionante y antipsicotico
(Feldman et a/., 1997). También se utiliza en dia-
béticas, hipertensas, con trastornos emocionales
y psiquiatricos. En mujeres jovenes en edad

reproductiva, el DZ se usa como droga de re-
creacion y mientras estan expuestas al farmaco,
pueden embarazarse y continuar su ingesta du-
rante el primer trimestre, hasta que se comprue-
ba este estado (Cole & Chiarello, 1990). El DZ y
sus metabolitos por tener un peso molecular
menor a 250 kDa, atraviesan la barrera
placentaria de la especie humana, el ratén, la
rata y el hamster. En el ratdon ademas de atrave-
sar la barrera placentaria altera su estructura
histoldgica (Marquez-Orozco et a/., 2014). Se dis-
tribuyen en todos los tejidos fetales, en los que
permanece por mas de diez dias posnatales
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(Idéanpaan-Heikkila et a/., 1971a, Idanpaan-
Heikkila et a/.,, 1971b & Mandelli et a/., 1975).

El propdsito del estudio fue investigar si el
diazepam (DZ) administrado durante la gesta-
cién induce alteraciones en la ultraestructura en
el atrio fetal de ratones.

MATERIAL Y METODO

Hembras gestantes de ratén de la cepa CD-
1, de dos meses de edad, se distribuyeron al azar
en dos grupos, que fueron tratados del dia 6 al
17, el primero (DZ) con dosis Unicas diarias de
DZ de 1,0 mg/kg/pc, administradas por via sub-
cutdnea y el segundo (C) recibié solucion salina
al 0,9 %. El dia 18, las hembras se anestesiaron,
se obtuvieron los fetos, se perfundieron por via
intracardiaca a nivel ventricular con
paraformaldehido al 1 % y glutaraldehido al 2,5
%, se extrajeron los corazones, se disecaron los
atrios, se posfijaron en 0sO, al 1 % y se incluye-
ron en resina epoxica. Se hicieron cortes finos,
se contrastaron con citrato de plomo y acetato
de uranilo y se observaron en un microscopio elec-
tronico de transmision.

RESULTADOS

En los fetos del grupo DZ los miocitos del
miocardio presentaban nucleos con frecuencia
lobulados y con heterocromatina en grumos grue-
sos adheridos a la membrana nuclear o distribui-
dos de manera atipica. El nucléolo en ocasiones
estaba fragmentado y era mas electrodenso (Figs.
1ly2).

Las sarcomeras tenian menor longitud en el
miocardio de los fetos del grupo DZ que las del
grupo C. En algunas zonas se observaron
sarcdmeras con miofibrillas desorganizadas. Algu-
nas lineas Z no estaban bien definidas o eran muy
densas. (Figs. 3 a 8). El reticulo sarcoplasmico de
los miocitos del grupo DZ tenia cisternas
distendidas, e incluso fragmentadas que no se
observaban en los miocitos del grupo C. En los de
grupo DZ habia polirribosomas distribuidos en cu-
mulos mas densos que las de los miocitos del gru-
po C y mitocondrias alteradas. (Figs. 7 a 10).
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Fig. 1. Aspecto normal de la heterocromatina de un
miocito del miocardio compacto del atrio de un feto
de raton de 18 dias del grupo C. Aumento original
25.000X.

f“

Fig. 2. Heterocromatina distribuida de manera atipica,
en cumulos densos dispersos entre la cariolinfa y un
nucléolo de un miocito del miocardio compacto del
atrio de un feto de ratén de 18 dias del grupo DZ.
Aumento original 25.000X.
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Fig. 3. Sarcomeras y mitocondrias de aspecto nor-
mal de un miocito atrial del miocardio de un feto de
ratén de 18 dias del grupo C. Aumento original
25.000X.

Fig. 4. Sarcomeras muy cortas, mitocondrias volu-
minosas, polirribosomas abundantes y reticulo
sarcoplasmico distendido de un miocito del miocardio
atrial de un feto del grupo DZ de 18 dias. Aumento
original 25.000X.

Fig. 5. Sarcomeras, mitocondrias y polirribosomas
con apariencia normal, de un miocito de miocardio
atrial compacto de un feto de 18 dias del grupo C.
Aumento original 25.000X.

Fig. 6. Sarcomeras muy cortas con miofibrillas des-
orientadas, mitocondrias alteradas y polirribosomas de
un miocito del miocardio atrial compacto de un feto de
18 dias del grupo DZ. Aumento original 25.000X.
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Fig. 7. Sarcomeras con miofibrillas en contacto con
mitocondrias, polirribosomas y reticulo sarcoplasmico
normales. Miocito atrial de un feto de ratén de 18
dias del grupo C. Aumento original 25.000X.

reticulo endoplasmico,
mitocondrias y polirribosomas de aspecto normal.
Miocito atrial de un feto de ratén de 18 dias, del gru-
po C. Aumento original 25.000X.
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Fig. 8. Sarcémeras muy cortas con miofibrillas des-
orientada, en contacto con el reticulo sarcoplasmico
y mitocondrias alteradas y polirribosomas. Miocito
atrial de un feto de ratén de 18 dias del grupo DZ.

Aumento original 25.000X.

Fig. 10. Reticulo sarcoplasmico con cisternas
distendidas y fragmentadas, en contacto con
mitocondrias alteradas y polirribosomas. Miocito atrial
de un feto de raton de 18 dias, del grupo DZ. Au-
mento original 25.000X.
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DISCUSION

Las alteraciones ultraestructurales del
miocardio del atrio de los fetos del grupo DZ,
pueden ser causadas por el efecto que tiene el
DZ sobre los organelos citoplasmicos, como fue
observado en el higado fetal de ratones expues-
tos /n utero a DZ, en los que existian cisternas
distendidas del RER, semejantes a las encon-
tradas en el reticulo sarcoplasmico, lo mismo
que las mitocondrias alteradas, el aumento de
cumulos de polirribosomas (Marquez-Orozco et
al., 2015).

En la retina se encontraron alteraciones
de los organelos semejantes a las descritas
(Marquez-Orozco et a/., 1992). En fibroblastos
humanos cultivados con DZ se describié que el
farmaco que inducia distensiéon del RER, la pre-
sencia de elementos membranosos, granulos
electrodensos, incremento de cisternas del com-
plejo de Golgi, retraso en el crecimiento de los
cultivos y disminucion de la sintesis de protei-
nas en particular de colageno (Breen &
Stenchever, 1970). Por otra parte, las altera-
ciones ultraestructurales podrian asociarse a que
el DZ produce rupturas cromosoémicas, lo que
se comprobd en leucocitos de pacientes que
fueron tratados por un periodo maximo de 35
meses con DZ y en cultivos de fibroblastos de
pacientes y de fetos humanos a los que se agre-
g6 el farmaco (Stenchevert et a/., 1970;
Stenchevert ef a/., 1969).

La apariencia atipica de la heterocromatina
de los nucleos de los miocitos pudiera relacio-
narse con rupturas cromosoémicas y la forma-
cién de aductos estables del DZ en el DNA. Las
rupturas ademas pueden interferir con la sepa-
racion de los centriolos, lo que se observd en
cultivo de tejidos de células JOK-1 (Andersson
et al., 1981). Una evidencia mas de la toxicidad
del DZ, puede ser la inhibicion que produce en
la segunda division meidtica de ovocitos vy la
degeneracion de las células reproductoras que
pudiera relacionarse con la desorganizacion de
los organelos citoplasmicos y de la sintesis de
proteinas.

En mioblastos de embriones de pollo se
comprobd la inhibicion de cadenas de miosina
pesada causada por DZ (Bandman et a/., 1978,

Renehan & Kulikowski, 1981). Este tipo de inhi-
bicidon podria ocurrir en los miocitos fetales de
ratén y asociarse con la desorganizacion y acor-
tamiento de las sarcomeras. En el tejido cardiaco
existen receptores benzodiazepinicos periféricos
localizados en la membrana externa de las
mitocondrias asociados a canales de calcio de-
pendientes de voltaje (Anholt ef a/., 1985; Cal-
vo et al.,, 1990; Verma & Snyder, 1989), y por
lo tanto la alteracidn del metabolismo del calcio
seria un factor adicional en la produccién de al-
teraciones del miocardio. En mujeres que reci-
bieron DZ durante el trabajo de parto sus hijos
presentaron una disminucion significativa de la
fluctuaciéon de la frecuencia cardiaca (Scher et
al., 1973; Burn, 1978), que seria desencadena-
da por la accion directa del DZ sobre el SNC.

Las alteraciones de la ultraestructura del
miocardio del atrio de los fetos expuestos /7
utero a DZ probablemente tengan repercusio-
nes fisioldgicas posnatales del ritmo cardiaco.

MARQUEZ-OROZCO, A.; DE LA FUENTE-JUAREZ,
G. & MARQUEZ-OROZCO, M. C. Diazepam alters
the ultrastructure fetal atrium in rat. /nt. J. Med.
Surg. Sci., 3(4):991-996, 2016.

SUMMARY: Diazepam (DZ) is a synthetic
minor tranquilizer, used in patients with psychological
and psychiatric disorders. It is a relaxing sedative,
anticonvulsant and antipsychotic. DZ crosses the
human placental barrier in mouse. Young women who
are addicted to the drug, if they become pregnant
and continue to use it, particularly during the first
trimester, expose their children to psychomotor
disorders. The purpose of this study was to investigate
whether DZ administered during pregnancy induces
ultrastructural alterations of fetal mouse myocardium.
The group (DZ) of pregnant female mice of the CD-1
strain was treated with a single daily dose of 1.0 mg
/ kg / pc/ sc of day 6 to 17 and a group (C) that
received saline solution. On day 18 females of both
groups were anesthetized, the fetuses were perfused
by intracardiac route with 1 % paraformaldehyde and
2.5 % glutaraldehyde, the heart was removed, the
atrium was dissected, fixed in 1 % OsO,, it was
immersed in epoxy resin. The fine sections were
contrasted with uranyl acetate and lead citrate and
observed in a transmission electron microscope. In
the myocytes of the fetuses of the DZ group, the
sarcomers of the compact myocardium were shorter
than those of the C group. Areas with disorganized
myofibrils were observed. The sarcoplasmic reticulum
of some myocytes had distended and fragmented
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cisterns, altered mitochondria, and abundant
polyribosomes were observed. The changes may be
due to the effect of DZ on the synthesis of actin and
heavy myosin and on cytoplasmic organelles mediated
by peripheral benzodiazepine receptors present on
the outer membrane of the mitochondria and
associated with voltage-dependent calcium channels.
Ultrastructural alterations of the atrial myocardium
of fetuses of mice exposed to DZ in utero may have
postnatal effects.

KEY WORDS: Diazepam; Benzodiazepines;
Fetal heart; Mouse; Ultrastructure.
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