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TEMA 8.
EFECTOS DE LA ADMINISTRACIÓN PRENATAL DE DIAZEPAM EN LA CONDUCTA.
Introducción.
La administración prenatal de diversos fármacos psicotrópicos en dosis que no producen malformaciones físicas, puede dar lugar a alteraciones conductuales duraderas. Tales agentes al actuar sobre el último periodo de desarrollo, aunque no produzcan anomalías graves, pueden interferir con la diferenciación, migración y/o proliferación celular. Pueden dar lugar a alteraciones funcionales que se manifestarán a largo plazo como alteraciones conductuales. Estos cambios no son dramáticos sino sutiles. 
Existen muchos factores que pueden influir sobre las investigaciones de estos temas. Antes de que pueda demostrarse que un fármaco actúa como teratógeno conductual deben considerarse aquellos factores que pueden influir sobre el feto tanto durante la gestación como en el periodo inmediatamente posterior al nacimiento: conducta materna, tamaño de la camada, afectos del fármaco sobre la liberación de prolactina, difusión transplacentaria del fármaco, metabolismo y propiedades farmacocinéticas del fármaco en el feto…

Los posibles efectos del fármaco sobre la conducta materna y la liberación de prolactina en la madre pueden contrarrestarse mediante la técnica cross-fostering (cría cruzada). El tamaño de la camada se controla generalmente reduciendo todas las camadas que van a utilizarse en un experimento, a un número estándar de crías (generalmente 8: 4 machos y 4 hembras).

Importancia del diazepam como teratógeno conductual.
El diazepam es el medicamento comercializado más recetado en el mundo. Las benzodiacepinas poseen una amplia acción terapéutica, con cuatro efectos fundamentales: ansiolítico, anticonvulsivo, miorrelajante y sedante. En la práctica psiquiátrica se utiliza generalmente en el tratamiento de la ansiedad, en los estados de tensión psíquica y en casos de insomnio. En la práctica obstétrica han sido utilizadas durante el embarazo para tratar alteraciones psiquiátricas y para prevenir el aborto. Se utilizan durante el parto para disminuir la ansiedad. 
En los años 60 se consideraba que la utilización de benzodiacepinas en la gestación y parto era completamente segura. Posteriormente, se demostró que la administración de diazepam en altas dosis al inicio de la gestación incrementa el riesgo de aparición de labio leporino y/o fisura palatina. 

Difusión transplacentaria y metabolismo.
Los teratógenos tienen que ser administrados de algún modo a la madre. Puede esperarse que los fármacos que alcancen el cerebro de la madre, alcancen también el cerebro del feto una vez que estos entran en la corriente sanguínea. La placenta consta de varias capas de células endoteliales y epiteliales que aíslan los sistemas circulatorios materno fetal. El paso de sustancias a través de la placenta está dirigido básicamente por los mismos principios que regulan su difusión a través de la barra epitelial: la facilidad de paso de todas las sustancias está determinada por la solubilidad en lípidos, peso molecular e ionización. Todos los psicofármacos, especialmente los compuestos no ionizados y liposolubles, atraviesan la placenta por un mecanismo de difusión simple pasiva. La placenta no puede considerarse como una barrera al paso de fármacos desde la circulación materna a la fetal. Durante el proceso de difusión a través de la placenta puede modificarse el compuesto original, de tal modo que sean los metabolitos de dicha sustancia los que penetren en la circulación fetal. 
Todas las benzodiacepinas tienen una acción farmacológica similar. Tras su administración oral se absorben con facilidad y su distribución depende de la liposolubilidad relativa de cada benzodiacepina. Atraviesan la placenta, alcanzando los compuestos primarios y metabolitos activos niveles similares a los plasmáticos a las pocas horas de la ingesta materna.

El diazepam es un fármaco liposoluble, de pequeño peso molecular, que circula por la sangre unido en una gran proporción a proteínas. Atraviesa la placenta rápidamente y es detectable en la sangre fetal en cinco minutos. Puede alcanzar niveles plasmáticos más altos en el feto que en la madre. También puede pasar a la leche materna. 

El diazepam se distribuye ampliamente en el cuerpo, pero debido a su alta liposolubilidad tiende a acumularse en las áreas que contienen lípidos, tales como el tejido adiposo y el tejido cerebral.

Las benzodiacepinas son eliminadas del cuerpo mediante un proceso de biotransformación, que da lugar a metabolitos biológicamente activos y cuya vida media plasmática generalmente es superior a la del compuesto administrado. El diazepam es metabolizada por desmetilación e hidroxilación: el diazepam, por N-desmetilación se transforma en N-desmetildiazepam y por hidroxilación en 3-hidroxidiazepam, y posteriormente en oxazepam. Tras su conjugación con ácido glucurónico son excretados a través de los riñones. 
[image: image1]
La vida media del diazepam es de 24 a 48 horas, la del desmetildiazepam  es de 51 a 120 horas y la del oxazepam de 9 a 11 horas. Los tres son biológicamente activos.
El diazepam no se metaboliza en cantidad significativa en el hígado o intestino delgado del feto y el niño también metaboliza este fármaco más lentamente que los adultos.

Efectos a corto plazo: estudios en sujetos humanos.
En el ámbito de la teratología conductual se plantean dificultades añadidas:
1. La conducta humana madura y cambia a lo largo del ciclo vital. Las alteraciones conductuales que puedan producirse por la administración prenatal de un fármaco quizá no se manifiesten hasta mucho tiempo después del nacimiento.

2. Entre el momento de la exposición al agente teratógeno y el momento en que se manifiesta el déficit conductual pueden tener lugar un amplio número de sucesos incontrolables que dificultan el estudio de las relaciones causales entre ambos hechos.

La mayor parte de los datos en la teratología conductual se han obtenido en investigaciones realizadas con animales.

En relación con el diazepam, los datos disponibles se limitan a efectos observables en el periodo inmediatamente posterior al nacimiento:

a. Floppy infant syndrome: La exposición del feto humano al diazepam da lugar a la aparición de un conjunto de síntomas en el recién nacido. Este síndrome se caracteriza por: alteraciones respiratorias, hipotermia, hiperbilirrubinemia, hipotonía, debilidad, asfixia, débil respuesta de succión, disminución de la variabilidad de la tasa cardiaca entre latido y latido, hiporreflexia y rechazo del alimento.

b. Síntomas de abstinencia: Tras una exposición durante largo tiempo, se observan síntomas muy similares a los que aparecen en el síndrome de abstinencia de los narcóticos.

Efectos a largo plazo: estudios con animales.
Diversos estudios realizados con animales demuestran que la exposición prenatal al diazepam y a otros fármacos tranquilizantes puede dar lugar a +alteraciones significativas y duraderas en el desarrollo y conducta de las crías, observables a largo plazo.
Resulta generalmente difícil medir las respuestas mostradas por los animales en una situación de test y a menudo es necesario disponer de un equipo automatizado. Tales medidas conductuales son difíciles de interpretar dado que incluso la respuesta conductual más simple es el resultado de la interacción de diversas partes del sistema nervioso. Cada investigador elige aquellas medidas que cree más convenientes para evaluar la conducta que pretende estudiar. Esta situación dificulta la comparación de resultados obtenidos en los distintos trabajos.
Aprendizaje y retención.
Se plantea la cuestión de qué modo la exposición temprana al diazepam afecta a la capacidad de aprendizaje y recuerdo de tareas mostradas posteriormente por los animales. ¿Se produce un déficit en estas conductas? 
Gai y Grimm (1982) observaron como, dependiendo de la tarea, el aprendizaje no se empeoraba o se alteraba.

Los animales control y los tratados con diazepam aprendieron dos tipos de tareas: una tarea implicaba discriminación simultánea y la otra discriminación sucesiva de la brillantez de una luz. Los resultados fueron muy distintos en ambos casos:

1. En la discriminación sucesiva, al animal solo se le presentaba el estímulo recompensado (S+) o el estímulo no recompensado (S-) en cada ensayo, pero nunca los dos juntos. Los animales expuestos al diazepam aprendieron a correr hacia el estimulo recompensado y a no correr hacia el no recompensado como los controles. Al invertir las contingencias de recompensa se observaron diferencias significativas entre los dos grupos.
2. En la discriminación simultánea el estímulo recompensado y no recompensado eran presentados simultáneamente. Grandes diferencias entre los animales expuestos al diazepam y los controles: los animales tratados prenatalmente con diazepam presentaban déficit en la adquisición de la tarea dado que eran incapaces de suprimir las respuestas incorrectas. 
En la tarea de discriminación sucesiva más simple no hubo diferencias entre los grupos diazepam y vehículo. Tampoco se observaron diferencias en una tarea de discriminación invertida. Pero sí hubo diferencias en el aprendizaje de la tarea de discriminación simultánea. Los controles realizaron significativamente mejor esta tarea que el grupo tratado con diazepam.

En otra investigación, se vio que el diazepam administrado prenatalmente puede favorecer el aprendizaje de determinadas tareas. Pero el diseño utilizado en este estudio confunde los posibles efectos pre y posnatales del tratamiento. Se administró diariamente diazepam a 24 ratones hembras gestantes durante un periodo que abarcó los últimos días prenatales o los primeros días posteriores al nacimiento. En los días posnatales 3, 4 y 5, los animales tratados prenatalmente con diazepam mejoraron su ejecución en el laberinto en comparación con los controles, mejora que no afectó a aquellos animales tratados únicamente en el periodo posnatal. En esta tarea, el fármaco ejerce su influencia antes del nacimiento. 

Otras variables parecen modular también los efectos de la exposición prenatal al diazepam sobre el aprendizaje: el sexo de los animales utilizados en la investigación y el periodo de desarrollo durante el cual los animales son expuestos al fármaco.
El efecto de una exposición al diazepam dependía del estadio de la gestación durante el cual se aplicó el tratamiento: las ratas expuestas al diazepam durante la segunda semana de gestación no mostraron déficit significativos en la adquisición y retención de esta tarea en comparación con los controles expuestos al vehículo.

El tratamiento posnatal con diazepam también dio lugar a un déficit en la adquisición de la tarea, pero éste solo fue estadísticamente significativo en las hembras. Los periodos más críticos para la inducción de dificultades en el aprendizaje parecen ser la última semana de gestación y los primeros días posnatales.

Es probable que estas alteraciones en el aprendizaje y retención de tareas sean debidas a alguna modificación en el sistema nervioso acaecida al inicio de su desarrollo. El diazepam no influye directamente sobre la capacidad de recordar o aprender sino que más bien parece influir sobre otros aspectos de la conducta que facilitarán o entorpecerán el proceso de aprendizaje.

Conducta motora.
Los efectos de la exposición prenatal al diazepam sobre diversos aspectos de la conducta motora según el momento de la gestación durante el cual se administra el fármaco, las pruebas conductuales utilizadas y el periodo de desarrollo evolutivo en el que se realizan tales pruebas.
El típico patrón de desarrollo de la actividad motora espontánea en los roedores puede resultar afectado por la exposición al diazepam durante la última semana de gestación. 

En los animales expuestos a dosis bajas (2,5 mg/kg) se observa un patrón de actividad en forma de U invertida, que alcanza el nivel máximo el día 15 en lugar del día 16. En cambio los animales expuestos a dosis más altas (5 o 10 mg/kg) mantienen una actividad más o menos constante a lo largo del periodo evaluado.

Las alteraciones en la conducta motora observadas tras la exposición prenatal al diazepam dependen en gran medida del estadio de la gestación durante el cual se administra el fármaco. El tratamiento con diazepam durante la segunda semana de gestación produce hiperactividad en las crías; el tratamiento durante el periodo posnatal también tiene como consecuencia la hiperactividad constante y duradera. Este resultado no se observa cuando el mismo tratamiento se aplica al final de la gestación.
Existen también aspectos motores que no parecen alterarse tras la exposición prenatal al diazepam: equilibrio, coordinación sensoriomotriz y aprendizaje simple.

Conducta exploratoria.
El procedimiento de estudio más empleado es el test de campo abierto. La exposición al diazepam afecta significativamente a la conducta exploratoria de los animales. Gai y Grimm (1982) observaron que su exposición afectaba a algunos aspectos de la conducta de las crías en el test de campo abierto a los 30-35 días de edad: los animales expuestos prenatalmente al fármaco presentaban menor conducta exploratoria que los controles, reflejando probablemente incremento del miedo y disminución de la curiosidad. Sin embargo, en otros trabajos posteriores las conclusiones fueron distintas: a los 20 días de edad los animales tratados con diazepam durante la segunda semana de gestación o durante la primera semana posnatal presentaban mayor actividad exploratoria, pero a los 35 días de edad esta superioridad únicamente se encontraba en aquellos animales que habían sido expuestos posnatalmente al fármaco.
Esta disparidad puede deberse a la diferencia en los periodos de administración del fármaco.
Evaluación de signos físicos y desarrollo de los reflejos.
En los estudios de teratología conductual se utilizan tests evolutivos. Se valora la presencia o ausencia de distintos parámetros específicos, durante un periodo de días sucesivos. El curso temporal evolutivo de estos parámetros se correlaciona generalmente con el peso de las crías, se considera también una variable primordial. Este tratamiento generalmente no afecta al tamaño de la camada, peso medio al nacer y reflejo de enderezamiento de las crías. 
Función y procesamiento sensorial.
La exposición al diazepam durante la gestación puede retrasar el desarrollo sensorial en las crías, observándose alteraciones en la maduración del sistema auditivo: la respuesta acústica de alarma se altera tras la exposición al diazepam durante la tercera semana de gestación, interfiriendo de este modo con el desarrollo de los procesos de arousal en las crías. La administración diaria de diazepam a hembras gestantes durante la última semana de gestación también produce retraso en la maduración de la resolución temporal auditiva y deficiencias en la agudeza temporal del sistema auditivo. En los sujetos humanos estas funciones parecen estar relacionadas de forma significativa con la percepción del habla y diversas deficiencias del aprendizaje.
Conducta social.
Parece lógico suponer que la capacidad del animal para interaccionar con otros pueda alterarse tras su exposición prenatal a un agente teratógeno. 
En un experimento, los animales que recibieron diazepam, tanto prenatal como posnatalmente adoptaron la postura ofensiva lateral significativamente más veces que el grupo control y que aquellos animales tratados sólo posnatalmente.

Prevención del posible efecto del estrés.
En los seres humanos el diazepam generalmente se administra para aliviar el estrés psíquico y la ansiedad.
Barlow (1979) comparó los efectos del estrés por inmovilización, los efectos del tratamiento con diazepam y los efectos de la aplicación simultánea de ambos tratamientos. El estrés materno por inmovilización durante la gestación en ratas produce retrasos evolutivos en las crías. Se confirma que estos efectos adversos pueden prevenirse mediante la administración concurrente de diazepam. Pero estos efectos beneficiosos del fármaco parecen ser críticamente dependientes de la dosis, ya que no se observan cuando se utilizan dosis más altas.

Posibles mecanismos de la acción teratógena conductual del diazepam.
El mecanismo mediante el cual el diazepam administrado prenatalmente puede dar lugar a la aparición de alteraciones conductuales a largo plazo no está totalmente clarificado.
La exposición perinatal al diazepam da lugar a daños neurológicos característicos y extensos en el córtex y áreas subcorticales: el tratamiento de ratas con 10 mg/kg de diazepam en diferentes periodos de la gestación produce considerable gliosis (proliferación de células gliales que reemplazan a las neuronas, indicativo de pérdida o degeneración celular) y cuffing perivascular (infiltración mononuclear alrededor de los vasos sanguíneos que podría indicar una reacción alérgica a esta sustancia). Si la exposición al diazepam abarca únicamente los últimos 7 días de la gestación, se observa una disminución en el número de lesiones pero no logra prevenirse su aparición. El tratamiento posnatal produce pocas lesiones neuroanatómicas en las crías, pero todavía se observan diferencias con respecto a los animales del grupo control.

El daño neurológico producido por la exposición prenatal al fármaco explicaría algunas de las alteraciones conductuales observables, pero no se puede dar cuenta de la amplia diversidad de efectos teratógenos conductuales del diazepam.

Mecanismos neuroquímicos.
Los neurotransmisores están ampliamente implicados en la conducta y que los psicofármacos ejercen sus efectos al afectar al proceso de neurotransmisión. Es posible que el diazepam pueda alterar alguno de los mecanismos intervinientes.
La exposición perinatal al diazepam podría afectar  al desarrollo de los receptores benzodiacepínicos. Estos receptores en las ratas, comienzan un rápido desarrollo el día embrionario 16. En el momento del nacimiento los receptores benzodiacepínicos existentes representan un 25% de los niveles adultos. Estos receptores siguen desarrollándose hasta el día posnatal 21, cuando se alcanza un número definitivo. La exposición al diazepam podría tener consecuencias diversas: la administración diaria de diazepam durante la gestación puede dar lugar a una alteración en el mecanismo de acoplamiento entre el GABA y los receptores benzodiacepínicos. Se ha sugerido que la exposición prenatal o posnatal temprana de las ratas l diazepam modifica el sistema neurotransmisor GABAérgico al actuar sobre los receptores benzodiacepínicos. Esta alteración produce efectos duraderos sobre las enzimas cerebrales. 
El diazepam no infiere con los niveles de monoaminas cerebrales. El diazepam tiende a incrementar los niveles de acetilcolina en el cerebro del ratón y en el estriado e hipocampo de la rata. La exposición prenatal al diazepam podría interferir con el desarrollo normal del sistema colinérgico.

Leonard (1981) intentó determinar los efectos del diazepam sobre los sistemas neurotransmisores en el cerebro de la rata: los sistemas GABAérgico, dopaminérgico y serotoninérgico eran afectados en diferentes momentos durante el periodo posnatal. La concentración de GABA estaba elevada un día después del nacimiento y posteriormente no variaba. Los cambios en el sistema GABAérgico son debidos al efecto directo del fármaco. La concentración de dopamina se elevó hasta el 7º día posnatal. La serotonina estaba elevada el primer día posnatal, y su metabolito estaba significativamente disminuido hacia el día 14 posnatal. 
Las acciones de un determinado fármaco sobre el organismo en desarrollo pueden manifestarse a través de mecanismos muy diversos. La exposición prenatal a muchos fármacos psicoactivos puede producir alteraciones en la estructura del sistema nervioso central así como cambios en los sistemas neurotransmisores que subyacen a la conducta.

Conclusiones.
1. El tratamiento crónico con diazepam de las ratas gestantes induce cambios significativos en las crías. Algunas de éstas desaparecen rápidamente. Otras se manifiestan a una edad mucho más tardía y son de mayor duración y gravedad.
2. Los efectos conductuales de la exposición prenatal y posnatal temprana al diazepam son fundamentalmente de dos tipos:

a. Efectos a corto plazo observados en recién nacidos cuyas madres han estado expuestas al diazepam durante la gestación. Síndrome denominado Floppy infant syndrome. 

b. Efectos a largo plazo observados en investigaciones realizadas con animales, especialmente en roedores. Abarcan un amplio rango de alteraciones conductuales que pueden manifestarse incluso mucho tiempo después de la exposición del fármaco. Estos cambios incluyen alteraciones en tareas de aprendizaje y retención, actividad exploratoria en campo abierto, conducta motora, conducta social, desarrollo de los reflejos y procesamiento sensorial.

3. Un mismo agente teratógeno (diazepam) puede producir efectos conductuales diferentes, dependiendo de la fase del desarrollo del sistema nervioso durante la cual el organismo es expuesto al fármaco. El sistema nervioso no es una estructura simple y homogénea sino que diferentes sistemas neuronales se desarrollan en diferentes periodos y con distintos ritmos de crecimiento. De ahí que las alteraciones conductuales resultantes dependan en gran medida del estadio de desarrollo del organismo en el momento de la exposición al teratógeno. El periodo más crítico corresponde a una etapa de rápido desarrollo cerebral durante el cual tiene lugar la diferenciación neuronal y sinaptogénesis. El diazepam, al actuar sobre el sistema nervioso central durante este periodo, podría producir alteraciones conductuales.
4. Los mecanismos relacionados con la aparición de déficit conductuales diversos tras la exposición prenatal y posnatal temprana al diazepam no han sido claramente establecidos: se ha demostrado la existencia de cambios anatómicos observables y de alteraciones en el complejo receptor GABA. Se ha sugerido la posible interferencia del fármaco con el desarrollo normal de los mecanismos neurotransmisores importantes para la actividad, aprendizaje y memoria. El diazepam puede ser clasificado como teratógeno conductual porque da lugar a alteraciones conductuales en la descendencia.
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