TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

o2
OlaeY

o’
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

R L

FACULTAD DE PSICOLOGIA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

EFECTOS DE LIGANDOS EXOGENOS DEL
RECEPTOR GABA,/BENZODIAZEPINAS SOBRE
EL SUERO Y LA ATENCION DEL HOMBRE NORMAL.

T E S i S

QUE PARA OBTENER EL GRADO O&:

DOCTOR EN PSICOLOGIA
P R E 8§ E N T A
GUSTAVO LUNA VILLEGAS

DIRECTOR DE TES!S: DR. AUGUSTO FERNANDEZ GUAADIOLA
ZOMITE TUTQRAL DA. VICTOR M. ALCARAZ ROMERO
DRA FEGGY OSTRAOSKY SHEJET.
DR ROBEATO A. PRADO ALCALA.
DRA. MATILDE VALENCIA FLORES.
DRA. MARIA CORSI CABRERA.
DR. SIMON BRAILOWSKY KLIPSTEIN

MEXICO, D. 7., 1538



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo fue posible debido al apoyo de muchas personas, especialmente de:
Dr. José Marcos Ortega

Ing. Rodrigo Ferndndez-Mas

Ing. Miguel Angel Aguillén P,

Tec. Lab. Fernando Jiménez Pefia

Tec. Lab. Isidoro Camacho Garcla

Sra. Magdalena Velasco Félix (q.e.p.d.)

Virginia Yargas, Juanita Goazdlez y Magdalena Orozco

El trabajo fue parcialmente financiado por el Instituto Mexicano de Psiquiatria y el Programa
Universitario de Investigacion en Salud (PUIS-UNAM). El autor recibié el apoyo de la DGAPA-
UNAM y el CONACyT, mediante becas de posgrado en diferentes etapas de la investigacién.



A mi esposa Roclo y a mis hijos Gustavo y Magali
A mimamd y @ mi hermano Edgar
A Anabel, Luis Enrique y Mariana

A la memoria de:
Mi papd
Mi hermano Enrique
Mt hermano Jaime



INDICE

Resumen
Summary

Pag.
IRIEOAUECLON .ottt ettt et ee vt e et ee et s e seas st e s e ss st e nant e e et eeaeeee e e et e ve st e rariees

Primera parte

I El dcido y-amino-butinico (GABAY ...ttt ee e eee et rseranarsainnen B
A, Receptores de GABA ...ttt e B

LI 67N ;Y VOO
3. GABAerosecoecos s esereesereisscsecess s esestesssessossenmacssesseesseseseeerenseeseneeens 9

DD

B. Prncipales circuitos GABAETZICOS. .v..oviciiini e 10

1. Inhibicion postSINAPUCA ....ocorrererirrrnecrrere e s e s s s srescesrencenense. 10
2. Inhibicién presindptica ... 1]

1I. El complejo supramolecular receptor GABA ./ Receptor de benzodiazepinas / canal para CI’

A. Subunidades del complejo GABA MBZR ..ot b
B. Distribucion celular del complejo GABA,/BZR ..o 16
C. Ligandos del complejo GABA /BZR.......c.ooo i 18

AZONUSIAS ©.eveaecniri e i ettt )
AONISLAs PAICIALES ..ov.vvevie e 2
ANTAZONISIES ovortiirrirseeie o ers et s eas s ebaa R b8 ss 8 res e 2o 21
Agonistas iNVErsos Parciales ...t oo 22
AQONISIAS MVETSDS ....eoeiieieeureriotiinserisiriss e es s ieds oo ress st sr et e
Ligandos GABACIZICOS ..o e 22

-

GABOD L 24

] O ke ek T

0. Modelos del funcionamiento del complejo GABABZR 23
1. Modelo de tres S1ad0S oo e e A
2 Nodelo de dos estados o e = 23

. Modelo de tas propiedades electronicas de la interaccion ligando-receptor ... 26



Segunda parte
[. Relaciones entre el GABA ¥ €] SUETIO ..ottt e b
A. Evidencias neurofisiolégicas, clinicas y bioquimicas 3

B. Efectos de algunos ligandos de! GABA ,/BZR sobre el suefio......coviniiiiiinnn, 35

1. Efectos de las benzodiazepinas ... 35
2. Efectos de las ciclopirrolonas ..., 38
3. Efectos de 1as imidazopiridings ........c.cccocrievevecmmnneien oo senenenes 39
4. Efectos del GABOB.......oiooviciviii it 40

C. Efectos residuales de algunos ligandos del GABA ,/BZR sobre la atencion.............. 41

1. Aspectos neurofisioldgicos de la atencion ... 42
2. Medidas de [2 atenCiOn ...ocviverececiiiinierie e b 43

a. Mediciones SUDJELIVAS .ovcervvic s s 43

b. Mediciones ObJEtivaS ...oovcuiriree e s 46
. Efectos de las benzodiacepinas ........cooovmniiiinniemsie 48
. Efectos de las ¢iclopirrolonas ..o eseicecceeieereeene. 49
. Efectos de las imidazopiridinas ..........c.cooviiiiivcnniiiccneninen. 30
. Efectos del GABOB..... i S

[ S W Y O VA |

Tercera parte

[, Trabajo eXPErimEntal .........ciimimiiiissisisinn s e D
A. Planteamiento del problema ..o
B. OBJEUVOS vttt atebe e s b 4

. OBJetive PrINCIPAL ceovivevieieree i e e s O

. OBJEtives eSPECITICOS . ovueveririrciciirs bbb O
. ObJetivo SECUNAAMIO .ovoviveiresieiie st e DD

Ld [ =

£ HIPOIESIS oorvt v oemseosi bbb s 53

1. HIpOtesis PrANCIPAL vuvvrueeeieieeeiiii et e 33
2. Hipotesis especificas

0. Método

B SUJCIOB Lot e e e 03
20 APRATIIOS oot s 0}



Ligandos
c DESERO Lttt 65
- Procedimiento ..., 67
a. Secucnc:agcneral OO OO SO PO SUUTUUUT U PPVORRRRRY . ¥ |

b. Registros pohsomnograﬁcos e er e ettt rnse e ennes OB

¢. Prueba psicofisiclogica de la atencidn .....cooeoeveeeviivnnniecccecsreenn.. 68

d. Evaluacion de la activacién autoinformada .........coocoeeeiciiieceen, 71

. Andlisis de los datos ................ O ST U OSSP RUUURORSRRRRRRTRORY | |
a. Vanables;:ohsormograﬁcas OSSOSOV SO URURRROR &

1) Variables cuantitativas ...ooc.ccuveeeenec e verennee 11

2) Variables cuallativas ..ot 72

b. Variables de la prueba de atencion .......ooccceiviciiicciien,. 72

1) Desempefio psiCOMOtOT oot e 12
2YPatrones EEG .oveivee vt ivnnn s evinene. 13

3) Activacidén auteinformada .o, 17
7. ANANSIS €S1AAISHICO 1iviiire e iire e cie sttt eee et bt rraee e et a st b e et eetrevaesereransaeeees BT

o b

o

. R ESUI AT OS oottt et e ettt st e r ettt e enenttartteraenearerenree T8

1. Cambios hipnograficos ... e 78
a. Cantidad de SUCTIO oot 78
b. Calidad del suefio ... TS CTOTPTRVOIURPRUURE - ¥
2. Efectos residuales tempranos sobre la alcnmon dmma ..................................... 89
a, Desempefio psiCOMOLOT .ocoociririiiireint bbb e eviine. 89
b. Patrones EEG ..o 32

¢. Activacion autoinformada ..o e 3
Fo D ESCUSIOM  tviriribiirereiettiesse et btesames e tes seae et e raeseab e e e b aaneee st e st aater s n s an st b sa s aoer s e pbasnebenane 95

1. Cambios hIpNOZLAfICOS ... 95
a. Cantidad de sueilo
b. Calidad del sucfio
2. Efectos residuales tempranos sobre 1a atencion diuma ..., 121
a. Desempeiio psicomotor ... e b s 121
b. Patrones EEG ..o e 129
¢. Activacion autoinformada ... s 134

T OTIC USTOMES +oveeeeeee e oot et eres e e e s e e e esee e e a e e et e et esias e e e

Relerencias DIBROGIATICAS vt 139



Resumen

En el estudio de los mecanismos neuroquimicos que controlan el ciclo suefio-vigilia se destaca la
influencia de los sistemas colinérgicos y de las aminas biégenas. La inhibicién producida por el
dcido y-amino butirico (GABA), mediada por el complejo GABA /BZR, también participa de
manera importante en la regulacidn de tal ciclo. Por un lado, varios hipnéticos de !a segunda y
tercera generacion actian como ligandos exdgenos del GABA ,/BZR. Por otro, existe una alteracion
de dicho sistema en diversas entidades neuraldgicas y psiquiatricas, con alteraciones concurrentes
de la organizacién del suefio noctumo. El objetivo de este estudio fue investigar la relacidn entre la
modulacion selectiva del receptor GABA,/BZR y la organizacién del suefto noctumo, y sus posibles
efectos residuales sobre ¢l nivel de la atencidn diumna. Se empled una muestra de 10 voluntarios
sanos, universitarios, sometidos a la polisomnografia nocturna estandar y valoraciones de la atencion
diuma durante 6 dias consecutivos. A partir de la tercera noche, y permitiendo 48 h de lavado con
placebo, se aplicd bajo doble ciego una sola dosis p.o. de: a) un agonista GABA,, (500. mg de 4cido
y-amino-B-hidroxibutirico, GABOB), b) un agonista BZR (10 mg de una benzodiacepina tipica,
diazepam, 10 mg de una imidazopiridina, zolpidem, 7.5 mg de una ciclopirrolona, zopiclon), ¢
placebo, media hora antes de ir a la cama, de acuerdo con un cuadro Youden incompleto extendido.
Se evaluaron los efectos tanto de manera objetiva (cantidad y calidad del suefio, desempeito
psicomotor, patrones EEG), como subjetiva (Escala de Somnolencia de Stanford). Sélo ¢l zopicion
y ¢! placebo aumentaron la cantidad de sueflo, En cuanto a la calidad del mismo (y contrario al
GABOB), los agonistas del BZR disminuyeron la fase 1 y aumentaron la fase 2 de sueilo, Séloel
agonismo del BZR con zopiclon aument$ [os episodios de suefo delta. Una tendencia comun del
agonismo GABA,, y BZR (s6lo con ligandos no benzodiacepinicos), fue la disminucién del suefio
MOR. La latencia de esta fase se prolongd durante ¢l lavado del agonismo BZR con zolpidem.
Ningtin ligando deterioré de manera residual el desempefio psicomotor diumo. Por ¢l contrario, se
observé una mejoria parcial con ¢l agonista GABA, (menor tiempo de reaccidn y menos respuestas
anticipadas) y con un agonista BZR (menos respuestas anticipatorias en el grupo que recibio
zopiclon). El placebo alargé las reproducciones de intervalos (estimacion del tiempo). Ei agonismo
BZR con zolpidem, el agonismo GABA,, y ¢l placebo disminuyeron la reactividad del ritmo aifa
durante 1a prueba de atencién, Ademds, el agonismo GABA, se relacioné con un aumento en la
produccién de ritmo alfa por la estimulacién {tica (alfa paradojico). No se observaron secuelas
sobre {a activacidn autoinformada. A pesar de que el agonismo sobre una u otra de las fracciones del
GABA,/BZR resulta en un efecto neto semejante (inhibicién mediada por GABA), los resultados
indican que sus consecuencias sobre el suefo y las secuelas sobre la atencion no son las mismas. Se
plantean algunas contradicciones adicionales entre el mecanismo de accion de los ligandos y los
aspectos neurofisioldgicos del sueflo. Se concluye que algunos de Igs resultados obserwfdos
dependen de la interaccion entre la estructura quimica del ligando y ¢l sitio especifico que activan
dentro del GABA /BZR,



Summary

The study of neurochemical mechanisms controlling the sleep-wake cycle emphasizes the influence
of cholinergic systems and biogenic amines. [nhibition produced by y-amino-butyric acid (GABA ),
mediated by GABA /BZR complex, participates also importantly into the regulation of such cycle.
On the one hand, several second and third generation's hypnotic drugs act as exogenous ligands of
GABA,/BZR. On the other hand, an alteration of this neurotransmition system and noctumat slecp
disturbances are present in a number of neurological and psychiatric entities. The aim of this study
was 1o research the relation between the selective modulation of GABA,/BZR and nocturnal sleep
organization, and its potential residual effects upon diumal attention level. A university sample of
10 healthy volunteers, submitted to standard all-night polysemnography and diumal attention tests
during six consecutive days, was used. Starting from third night, a single dose p.o. of: a) a GABA,
agonist (y-amino-f-hydroxybutyric acid GABOB 500 mg), b) a BZR agonist (typical benzodiazepine
diazepam |0 mg; imydazopyridine zolpidem 10 mg; ¢yclopyrrolone zopiclone 7.5 mg), or placebo,
allowing a washout period of 48 h with placebo between them, was given before bedtime. in a
double-blind fashion, according to an extended Youden square. Both objective (sleep's quantity and
quality, psychomotor performance, EEG patterns) and subjective (Stanford Somnolence Scale)
cffects were assessed. Sleep quantity was augmented only by zopiclone and placebo drugs. Respect
to the sleep quality (and opposited to GABOB), BZR agonists diminished stage 1 and increased
stage 2. BZR agonism extended delta sleep episodes only following zopiclone, REM sleep decrease
was a common tendency from GABA , and BZR agonism (with non-benzodiazepine ligands alone).
REM latency was lengthened during placebo-washout from BZR agonist zolpidem. Diumal
psychomotor performance was not residually deteriorated by drugs. On the contrary, a partial
improvement was observed after both GABA, agonism (shortened reaction times and lessened
anticipatory responses) and BZR agonism with zopiclone (diminished predictive responses). Placebo
prolonged interval reproductions (time estimation). BZR agenist zolpidem, GABA,, agonist. and
placebo diminished alpha rhythm reactivity during attention test. Besides GABA, agonism was
related to an increase in the production of alpha rhythm by photic stimulation (paradoxical alphal.
Were not observed sequelae upon self-informed activation. Although positive agonism of either
GABA,/BZR fraction results in a whole similar effect (GABA-mediated inhibition), our findings
shawn that its outcomes on sleep and artention are not identical. Some additional incongruitics
between the action of ligands and neurophysiological aspects of sleep are indicated. [t is concluded
that some observed results depend upen interaction of the chemical structure of ligand and the
specific site activated into the GABA/BZR.



Introduccion

El dcido y-amino butirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibidor en el SNC. Diversos
agentes (ligandos) favorecen la accidn de este aminoacido sobre sus receptores (GABA,, GABA,,,
GABA(), o incrementan su concentracién en et SNC.

El receptor que media la mayor parte de los efectos del GABA es el denominado complejo
receptor GABA ,/Benzodiazepinas/Cl' (GABA,/BZR). Los sitios de baja afinidad para el GABA
(nombrados [}, estan colocalizados con los sitios para las benzodiazepinas (BZ, llamados «) (Bureau
y Olsen, 1993). Entre otros efectos, las BZ inducen suefio al actuar sobre el GABA,/BZR.
Pertenecen 2 los denominados hipnéticos de la segunda generacidn, junto con el hidrato de cloral,
los barbitiricos y la metacualona. Los de la primera generacidn - sustancias naturales procedentes
del reino vegetal, como el alcohol, el opio, 1a beliadona, la rauwolfia, el laudano, la valeriana, la
pasiflora, etc.-, también se relacionan con el GABA ,/BZR.

Otras moléculas con menos efectos colaterales que los hipndticos de la segunda generacion
(como las ciclopirrolonas y las imidazopiridinas), constituyen los hipnoticos de la tercera generacion.
También actilan sobre el GABA /BZR.

Se conocen los detalles estructurales y funcionales de la influencia reciproca entre los
ligandos (enddgenos o sintéticos) y sus receptores. La subunidad « controla la farmacologia de!
receptor de BZ. Las subunidades a y B participan en la influencia de los esteroides y los barbitiiricos
sobre ¢l receptor GABA . La variante 2 6 3 de la subunidad y {descubierta posteriormente),
determina l1a interaceion alostérica de las BZ con el receptor GABA, (Rabow et al.. 1995) b
concepto de modulacion alostérica denota que un ligando altera la funcion del sitio activo el

receptor al unirse a un sitio especifico de una enzima diterente » distante de éste (Haefely, 19890,
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Las observacianes en animales y humanos indican la relacion entre la neurotransmision
GABAérgica y los mecanismos del ciclo vigilia-suefio. Las ratas con deficiencia de estos receptores
muestran una disminucion en la cantidad de suefio de ondas lentas I (Livezey et al.. 1985;
Marczynski y Urbancic, 1988). Enel hombre, aunque e! niimero de receptores de GABA incrementa
con la edad, ¢l de BZ disminuye (Rabaw et al., 1995). Esto puede relacionarze con la hipotética
deaferentacion GABAérgica del cerebro envejecido (Marczynski, 1995) y con algunos trastomos del
cicle vigilia-suefio asociados con la senectud (Kronholm y Hyyppa, 1985).

La facilitacion GABAérgica con agonistas (GABA, muscimol) o moduladores positivos {BZ,
ciclopirrolonas, imidazopiridinas), no produce siempre el mismo perfil hiprografico. Incluso, puede
afectarse la organizacion del suefio en sentidos cpuestos.

Mds ain, tanto el bloqueo del GABA,/BZR (con picrotoxina, bicuculina, flumazenil) como
su modulacion negativa {con B-carbolinas o neuroesteroides sulfatados), causa a veces las mismas
medificaciones en €] suefio que 1a facilitacidn directa o alostérica de su funcionamiento.

Tales ligandos actiian en distintos sitios del GABA /BZR y difieren en su estructura quimica.
Comparten, segun sea ¢! caso, sus propiedades facilitadoras o inhibitorias del GABA ('BZR. Pero
sus efectos hipnograficos no son uniformes.

En nuestra opinion, esto ha dificultado asignar a la neurotransmision GABAérgica un papel
especifico dentro de los mecanismos del sueiio. tin esta tesis se propone que los efectos de los
ligandos del GABA /BZR deben ser compatibles con los sitios que se activan,

Tiene importancia relacionar el estado particular de los sistemas neuronales en el cerebro con
distintas pautas de conducta. La persepctiva de esta tesis tendria, entonees. w valor heuristico:

estimar hasta queé wrado las acciones sobre {a fisivlogia cetular pueden interpretarse para explhicar



manifestaciones conductuales como el sueiio y la atencion, entre otros.

Deben reconocerse varios riesgos de este intento. Primero, el de sélo acumular mds datos
descriptivos en esta 4rea, si s6lo resultara valiosa la simple enumeracién de nuestros hallazgos.
Segundo, ¢l de aventurar hipétesis ingenuas antes que depurar aquellas de que se dispone. Y tercero,
concebir ideas cuya comprobacién requiere procedimientos no empleados en la presente tesis
{estudios moleculares de binding, microdiilisis, etc.).

El presente trabajo estd organizado en tres partes. En la primera se describe la inhibicién
mediada por el GABA en ¢l SNC, los tipos y subtipos de receptores de GABA, ¢l efecto que median
y su distribucién dentro del SNC, y los principales circuitos inhibitorios GABAérgicos. Enseguida,
se aborda la estructura del GABA ,/BZR, las subunidades que lo conforman y la expresion regional
de los mismos, su afinidad por diferentes ligandos y algunos requerimientos biequimicos para su
funcidén normal, asi como su distribucién a nivel celular. A continuacidn, se resumen las
caracteristicas de los agonistas, agonistas parciales, antagonistas, agonistas inversos parciales y
agonistas inversos del receptor de BZ, con las consecuencias conductuales de la modulacion
alostérica del receptor GABA,. También se mencionan los ligandos directos del mismo, en especial
¢l GABOB, sustancia empleada en esta tesis como agonista de este receptor. Esta parte finaliza con
un resumen de los modelos usados para explicar ¢! funcionamiento del GABA /BZR. Se aclara que
la fraccion receptora de GABA (el receptor GABA,), es ¢l receptor principal dentro del
GABA,/BZR, mientras que la fraccidn receptora de BZ (BZR) es un receptor secundario. El
receptor de BZ modula alostéricamente al receptor GABA,  Muestra afiridad por agonistas
positivos, asi como por otras sustancias que le inactivan {antagonistas) o revierten su agonisma

positivo sobre el receptor GABA,, (agonistas inversos). Asi, controla de manera distinta la accion



inhibidora del GABA sobre su receptor.

La scgunda parte revisa el protagonismo del GABA en 1a regulacién de! suefio, cuando se
interviene de manera farmacoldgica sobre la transmisién mediada por este aminoécido, y describe
algunos vinculos entre éste y los sistemas neurotransmisores a los que tradicionalmente se atribuye
un papel critico en los mecanismos neuroquimicos del sueflo. Mis adelante, se implica al
GABA,/BZR para explicar lo que se observa durante la privacion instrumental del suefio y su
posterior recuperacion, la posible existencia de un ligando enddgeno del receptor de BZ, algunos
correlatos genéticos que apoyan la participacién del GABA,/BZR en los mecanismos de fases
especificas del suefio, y algunas condiciones neurolégicas y psiquiétricas donde diferentes anomalias
de 1a transmision GABAérgica pueden subyacer a su fisiopatologia y a las alteraciones de sueflo
concomitantes. Posteriormente, s¢ citan algunos trabajos que enumeran los efectos que tiene en el
suefio la intervencién sobre la transmision GABAérgica con BZ, ciclopimrolonas e imidazopiridinas.
Se destaca que estas sustancias son mds semejantes entre si al considerar sus efectos sobre las
variables cuantitativas que al analizar sus efectos sobre los pardmetros cualitativos del suefio. El
final de esta parte resefia algunos efectos residuales de los ligandos del receptor de BZ sobre la
atencion, después de describir algunas mediciones subjetivas y objetivas de tales secuclas, y de una
breve revisidn de los aspectos neuroquimicos y neuroanatémicos que subyacen a ia atencién, asi
como de los conceptos relacionados con ésta, como la vigilancia, la alerta, 1a activacion, el "arousal”,
etc. Se hace notar que debido a que no existen datos de los posibles efectos del GABOB sobre ¢l
suefio y sus secuelas diumnas, Jas hipétesis al respecto son exploratorias.

En la tercera y ultima parte de la tesis se desarrolla el trabajo experimental propiamente

dicho. Primero, se recapitula la relativa falta de estudios que discutan la manera en que el sictema
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GABAérgico podria participar en la organizacion del suedio noctumo, para plantearlo como el
problema a resolver con esta investigacién. Después, se enlistan los objetivos del trabajo, con la
finalidad principal de analizar las modificaciones en el suefio provocadas por la modulacién
diferencial del GABA,/BZR, mientras que ¢l examen de las secuelas en la atencién es accesorio.
Luego, se enuncian las hipétesis que relacionan el tipo de ligando con sus efectos sobre cada una de
las variables correspondientes; se distinguen las hipStesis en que se comparan los tratamientos entre
si y aquellas en que se compara a cada tratamiento como su propio control. M4s tarde, se describe
el disefio del estudio, se especifican las dosis de los ligandos utilizados y la manera de asignar los
sujetos a los tratamientos. Aqui también se detallan los procedimientos polisomnogréficos y las
valoraciones de la atencién, y se enumeran las variables dependientes para cada caso. Enseguida,
se explica el procesamiento estadistico de los datos, estableciendo dos estrategias de andlisis: la que
se refiere a los contrastes entre grupos y la que orientd la comparacion de las situaciones
experimentales dentro de cada grupo. Luego, s¢ enumeran los resultados que arrojaron los andlisis
anteriores, por variable. Posteriormente, se discuten los resultados. En primer lugar, se confrontan
los resultados con las hipdtesis planteadas para cada grupo de variables. Después, se establece si los
hallazgos del presente estudio apoyan o contradicen las observaciones de trabajos relacionados, y
por Gltimo sc interpretan los hallazgos en €l contexto del mejoramiento de la transmisién
GABAérgica mediada por ¢l GABA,/BZR, o se propone alguna alternativa sujeta a comprobacion
experimental. Finalmente, se sintetizan las principales reflexiones y se enuncian sucesivarnente a
manera de conclusiones.

El presente estudio expone una situacion irregular dentro de esta drea de investigacion. Se

han observado resultados andmalos que rivalizan con la eficacta intrinseca de los ligandos del
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GABA,/BZR. Algunos ligandos con acciones opuestas sobre el GABA, /BZR producen efectos

parecidos. O bien, ligandos con una actividad semejante sobre ¢l GABA ,/BZR causan resultados
dispares.

Para entender tales discrepancias, y hacer compatibles los conceptos basicos con nuevos
datos, se requieren varias hipétesis auxiliares, Sin embargo, la interpretacién que resulte serd

eventualmente tan compleja que tendrd que sucumbir ante explicaciones alternativas més simples.



Primera parte



I. El acido y-amino-butirico (GABA)

[.a existencia del GABA en el cerebro se descubrié a mediados de este siglo, de mancra simultinea
pero independiente por dos grupos de investigacion (Awapara et al., 1950: Roberts y Frankel, 1950).
El GABA participa en el 30-50% de las sinapsis en el sistema nervioso central (SNC). A diferencia
de otros aminodcidos (como la glicina, un aminoacido inhibidor que actia en la médula espinal y
parcialmente en el tallo cerebral), el GABA es el neurotransmisor inhibidor mas importante def SNC
de Jos mamiferos. Tal inhibicion esta mediada por los receptores GABA .. La importancia de esta
clase de inhibicién lo muestra que su reduccién selectiva genera actividad epileptiforme en la corteza
cerebral humana, comparada con la disminucion de la inhibicion mediada por los receptores GABA,
{McCormick, 1989a).

La mayor parte de las neuronas GABAérgicas son intemeuronas, presentes en grados
variables en todas las regiones del SNC. Son neuronas con axones cortos que ejercen su funcién
inhibidora en una area determinada del SNC. Una cuantas neuronas GABAérgicas poseen largos
axones que proyectan a regiones distantes (por ejemplo, las neuronas de Purkinje de la corteza
cerebelar, v las neuronas estriado-nigrales, nigro-talamicas y nigro-tectales), donde establecen
contactos inhibidores pre y postsinapticos.

A. Receptores de GABA
F1GABA interactiia con diferentes tipos de receptores. Existen por lo menos dos clases de receptores
de GABA. denominados A y B, con propiedades estructurales. bioquimicas ¥ farmacologicas
especiticas (Barbaccia et al.. 1990). Recientemente se ha descrito un tercer tipo de receptor
GABAZraico denominado GABA., que difiere estnuctural v farmacologicamente de los receptores

GABA vy GABA, (Bormann y Feigenspan, 1993,
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1. GABA,. Es ¢l tipo mds abundante (receptor tipico). Se localiza en la membrana

del soma y las dendritas de las neuronas blanco, asi como en la membrana de las terminales de las

neuronas sensoriales primarias. Ademads de la confom;acién estructural minima de un ionéforo para

el CI' (que funciona como efector/transductor de las sefales interneuronales) y un sitio de unién para
GABA (que induce cambios en ¢l estado del iondforo), este receptor esta constituido por:

a) un centro modulador alostérico del acoplamiento receptor de GABA/ionéforo, sitios de
unién de BZ (BZ), pseudoBZ y f-carbolinas;

b) sitios de unién para compuestos que estén directamente asociados con el mecanismo de
apertura del canal idnico para el Cl' (barbitiricos, ciertos esteroides, picrotoxina y otros
convulsivantes), ¥

¢) un sitio para et Zn™*.

El iondforo para el Cl es un canal idnico activado por el receptor.

2. GABA,. No estd acoplado con un canal anidnico, sino con un canal para el potasio
(al cual activa mediante un mecanismo de inhibicion postsindptica), asi como también a un canal
para ¢l calcio y para la adenilciclasa (2 los cuales inhibe mediante un mecanismo presindptico). Su
distribucidn abarca las laminas [ a [I1 de 1a corteza cerebral, el niicleo interpeduncular, los coliculos
superiores, la capa molecular del cerebelo, la pars medullaris del nicleo medial taldmico y las astas
dorsales de la médula espinal. Este receptor desempedia un papel menos prominente en la mediacion
de los efectos del GABA, vy no es influido por las BZ, per 1o que no sera considerado agui con mayor
detalle.

3. GABA_. No es afectado por la bicuculina o el bacloten; se activa con GAB Ay

acido cis-4-aminocrotonico  (CAC). Ouos  agonistas son el muscimnl » el acude
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trans-4-aminocrotonico (TAC); se ha sugerido que tanto el CAC como el TAC pueden activar
también a los receptores GABA,. Se han !: calizado receptores GABA(. en las células de la retina
de los vertebrados y parece ser que estan constituidos por dos subtipos de receptores: pl y p2. Se
ha detectado el subtipo p2 en la médula espinal, el cerebelo y el hipocampo. Al igual que los
receptores GABA,, no responden a la accién de las BZ o los barbittiricos, aunque se ha sugerido que
son antagonizados por la picrotoxina y el t-butil-biciclofosforotionato (TBPS) (Bormann vy
Feigenspan, 1995; Costa y Guidotti, 1996; Qian y Dowling, 1996).
B. Principales circuitos GABAérgicos

Existen cuatro circuitos principales en los cuales funcionan las neuronas GABAérgicas. Tres
representan la denominada inhibicidn de tipo postsindptico y una la de tipo presindptico (Eccles,
1964, 1967; Guidotti et al., 1983):

1. Inhibicidén postsindptica. Funciona de acuerdo a la inhibicidn progresiva
(“forward inhibition™) y la inhibicién recurrente. Las neuronas GABA¢érgicas forman sinapsis con
el soma o las dendritas de muchas neuronas con una funcién critica, como las células piramidales
en la neocorteza, el hipocampo y ¢l hipotalamo. Los eventos biofisicos inician con la ocupacion del
receptor GABA,, con GABA. Esto abre ¢l canal para ¢l CI', o que incrementa la conductancia de la
membrana al ClI' y el correspondiente flujo de tal anién. La direccién de este tlujo depende del
gradiente de concentracion de Ci extracelular y del citoplasma, asi como por el potencial de
membrana. En la mayor parte de los casos, la activacion del receptor GABA , resulta en una difusion
de CI' hacia el interior de la célula. La conductancia al Cl- inducida por GABA puede conducir a
la hiperpolarizacion {mediante un incremento intracelular de cargas negativas), a una ligera

despolarizacién (forzando que algunos iones de C1” abandonen la célula durante la activacion del
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receptor), o no modificar el potencial de membrana. En todos los casos, deprime la excitabilidad
neuronal, al impedir que la membrana alcance el umbral critico despolarizante para generar un
potencial de accidn, o a través de retardar o bloquear la propagacion del potencial de accién.

2, Inhibicidén presindptica. Las interneuronas GABAérgicas establecen sinapsis
axo-axénicas en las terminales nerviosas de una neurona sensorial primaria excitadora. E| GABA
liberado en estas sinapsis produce potenciales de accién mas pequefios y reduce la liberacion del
transmisor excitador de la neurona sensorial primaria, inhibiendo asi la excitacién de una tercera
neurona, al suprimir algunas de sus entradas, sin alterar su excitabilidad a otros posibles influjos.
I1. El complejo supramolecular receptor GABA ,/receptor de Benzodiazepinas/canal para el
Cl' (GABA,/BZR)

El complejo supramolecular (aproximadamente 220 kD de masa molecular) GABA,/BZR, ¢s ¢l
principat receptor (o al menos una de sus posibles variantes), a través del cual ¢l GABA produce sus
efectos.

A. Subunidades del complejo GABA,/BZR
Se ha sugenido una estructura hetercoligomérica -tetramérica o pentamérica-, del complejo
canal-receptor, localizado en las membranas pre, post y extrasinapticas en ¢l SNC. Se han descrito
sitios de union de las BZ y del GABA en seis familias de subunidades glicoproteicas integrales de
la membrana.

La metodologia del DNA recombinante sefiala una heterogeneidad de subunidades antes no
concebida (Bateson et al., 1991; Pritchett et al., 1989¢c; Rabow et al,, 1995; Schofield, 1989). La
clonacién de los DNAc en varias especies de vertebrados revela por lo menos 6 subtipos de la

subunidad a (Garet et al., 1988; Khrestchatisky et al,, 1989; Levitan et al., 1988; Lolait et al.,
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1989a; Malherbe ct al., 1990; Pritchett y Seeburg, 1990; Rabow et al., 1995; Schofield et al,, 1987;

Schofield et al., 1989; Séquier et al., 1988; Ymer et al., 19892), 4 subtipos de la subunidad B (Lolait
ctal, 1989a,b; Rabow et al., 1995; Schoficld et al., 1987; Schofield et al., 1989; Séquier et al., 1988;
Ymer et al., 1989b), 4 subtipos de la subunidad y (Bowery et al., 1984; Czajkowski y Farb, 1986;
Prtchett et al., 1989a,b; Rabow et al., 1995; Shivers et al., 1989), una subunidad & (Pritchett et al.,
1989a,b.c; Rabow et al., 1995; Shivers et 2., 1989), 2 subunidades p (Rabow et al., 1995) y una
subunidad € (Davies et al., 1997; Whiting et al., 1997).

Su expresidn regional, mapeada mediante técnicas de autoradiografia y de hibridizacién in
situ, manifiesta variaciones ontogénicas (Gambarana et al., 1989).

Subtipos &, 5. ¥,.» O, El subtipo 1 de la subunidad a es el mis abundante y con mayor
expresion genética; muestra una alta afinidad para CL 218872 (triazolopiridazina) y para los
agonistas del receptor de BZ. Su secuencia de nucleétidos es menos homdloga respecto a las
secuencias de los subtipos de otras subunidades del receptor GABA,.

Los subtipos a,,4 ¥ B, se restringen al bulbo olfatorio, putamen (« j, formacién hipocdmpica

y cerebelo. Los subtipos o, &, ¥ &; crean sitios con afinidades 10 veces menor que la el para CL

218872. La sustitucidn de un sélo aminoédcido en la secuencia de aminodcidos del subtipo a; (glicina
en lugar de glutamato en la posicién 225, como el subtipo «,), incrementa sustancialmente la
afinidad del receptor que contiene este subtipo («,) al CL 218872,

Los receptores GABA,, que contienen subunidades con subtipos oy ¥ & ligan con similar
afinidad al [’H]Ro 15-1788 (Pritchett et al., 1989b).

Las imidazopiridinas zolpidem, alpidem y AHR-14479 no se unen con los receptores

ternatios que contienen el subtipo o,
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Los subtipos &, y v, se expresan més ampliamente, pero difieren del patrén de distribucién
del subtipo a,: ausentes en el palido, la mayor parte de las regiones talimicas y la substancia negra
{excepto el subtipo a,, presente en la zona compacta).

El subtipo e, define un receptor que liga al Ro 15-4513, pero no a! diazepam o algiin otro

agonista de BZ.

La selectividad de la subunidad « para los efectos de las BZ se ha evaluado mediante
exposiciones crénicas al diazepam. El tratamiento crénico con tal ligando disminuye los niveles de
RNAm de la subunidad « en la corteza cerebral de la rata, sin alterar los de la subunidad p (Heninger
etal, 1989).

La subunidad & se expresa en el cerebelo, ¢l giro dentado y el tdlamo. Se desconoce la
funcion fisiolégica de esta subunidad (Mihalek et al., 1997).

Ninguna de las clonas se detecta en la médula espinal (Richards et al., 1989), aunque se han
encontrado niveles bajos, pero detectables, del RNAm para algunos subtipos de la subunidad o, en
muchas regiones del puente y de la médula (Brecha et al., 1989).

‘Los receptores ternarios reconstituidos de las subunidades a, B y v, poseen sitios de unidén
para las BZ, que pueden modular ¢l canal iénico. Los experimentos iniciales sobre la coexpresidn
funcional de los cRNAs codificadores de los subtipos a, ¥ B, resultaron en canales para ¢l Cl" que
carecian de la cooperatividad con GABA y la modulacién por ligandos del receptor de BZ, o
respondian a cllos de manera restringida (Benke et al., 1991). Aunque se ha propuesto un arreglo
(@P), del receptor GABA, (Mamalaki et al.. 1987}, actualmente se desconoce su estoquiometria
exacta. No obstante, cuando los subtipos @, y P, se coexpresan combinadas con el subtipo ¥ 4 se logra

¢! perfil de afinidad del receptor funcional originalmente descrito (Pritchelt et al,, 1988; Pritchett et
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al., 1989¢; Pritchett y Seeburg, 1991; Puia et al., 1989); también se ha propuesto la combinacién
«,B.57; (Benke et al,, 1991).

Es posible que la heterogencidad estructural del GABA,,/BZR, o una proteina asociada con
€l, sean necesarios para que pueda ser modulado por los ligandos del receptor de BZ (Muhler et al.,
1990). Sin embargo, existe la opinidén de que los estudios de binding no ofrecen evidencia firme de
la heterogeneidad de los subtipos de las subunidades del receptor de BZ (particularmente en los que
se refiere a la subunidad «), ya que es dificil detectar tal variedad a temperaturas fisioldgicas (Villar
etal., 1989),

El mantenimiento de la funcidén normal del GABA ,/BZR requiere de su fosfonilacidn (Stelzer
et al., 1988a,b). Las preparaciones parcialmente purificadas del receptor en el cerebro de la rata,
muestran que la subunidad « del GABA,/BZR se fosforila mediante la actividad de una
proteincinasa independiente de segundos mensajeros, una entidad molecular distinta al complejo
receptor. Tal fosforilacién probablemente participa en la regulacion de la funcién del receptor en las
neuronas intactas (Sweetnam et al., 1988). Se ha encontrado en la rata y en el cerdo que la subunidad
B contiene una secuencia para una proteincinasa dependiente de AMP ciclico (Sweetnam et al,,
1988: Kirkness et al., 1989). Otros estudios han propuesto que existen dos formas de la subunidad
B del receptor GABA,, las cuales difieren en su peso molecular (B de alto peso molecular; B,
de bajo peso molecular) y se fosforilan por dos cinasas distintas: proteincinasa A (dependiente de
AMP ciclico), y proteincinasa C (dependiente de calcio-diacilglicerol), respectivamente (Browning
et al., 1989).

No se ha establecido el significado funcional de una proteincinasa especifica en los

mecanismos que regulan la disminucion progresiva en la responsividad del receptor GABA , (Gyenes
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ctal., 1988). Se ha informado que los activadores de la proteincinasa C (Stelzer et al., 1988; Sigel
y Baur, 1988) o de la proteincinasa A (Heuschneider y Schwartz, 1989; Harrison y Lambert, 1989),
disminuyen la funcion del receptor GABA,, lo que sugiere que la fosforilacién puede ocurrir en
multiples sitios, con consecuencias funcionales distintas.

Una de las protefnas involucradas en la interaccién del sitio de reconocimiento de las BZ y
del GABA, ¢s la GABAmodulina (Guidotti et al., 1982). La GABAmodulina no fosforilada inhibe
el binding de GABA o de [*H]muscimol; su fosforilacién mediante enzimas dependientes de AMP
ciclico, resulta en una pérdida total de su actividad inhibidora sobre el binding; y la fosforilacién de
esta proteina mediante la proteincinasa dependiente de Ca**/calmodulina, no afecta su actividad
inhibidora (Guidotti et al., 1983). Se ha propuesto la siguiente hipdtesis sobre la funcién de tal
proteina dentro de] GABA /BZR:

(a) La GABAmodulina funciona como acoplador de la modulacion alostérica de las BZ sobre
el receptor GABA,, y de la modulacién de éste sobre el ionéforo para ¢l Cl;

(b) normalmente, la proteina no esté fosforilada; cuando el receptor de BZ es ocupado por
un agonista, la proteina se fosforila e incrementa la afinidad del receptor de GABA;

(c) cuando el receptor GABA, es activado por GABA, moviliza Ca®* para catalizar la
fosforilacién de la GABAmeodulina;

(d) cuando la fosforilacion de la proteina est4 mediada por Ca”, acopla el receptor GABA,,
con ¢l canal para el Cl' (Guidotti et al., 1983). Sin embargo, algunos ligandos del receptor de BZ no
activan la proteincinasa A, mientras que otros pueden activar mecanismos enzimaticos que

disminuyen el grado de fosforilacion de [a GABAmodulina.



B. Distribucién celular del complejo GABA,/BZR
El nimero de receptores de BZ localizados en la superficie de la membrana, con un sitio de
reconocimiento de los ligandos orientado extracelularmente, abarca el 80% del total; mientras que
el nimero restante de receptores se encuentran protegidos por la membrana plasmatica, intracelutares
o secuestrados en la mermbrana (20%) (Czajkowski y Farb, 1986, 1989).

Los receptores intracelulares y los de superficie, son farmacolégicamente similares respecto
a su sensibilidad a metil-B-carbolina-3-carboxilato y su afinidad para flunitrazepam; se degradan con
cinéticas bifdsicas similares (Czajkowski y Farb, 1986; Roca et al., 1988). Sin embargo, los
receptores intracelulares no pueden ser acoplados alostéricamente (Czajkowski et al., 1989), y la
adquisicién del acoplamiento alostérico puede ocurrir a través de una modificacién
postranscripcional o durante el transporte y ensamble hacia la superficie celutar (Farrant et al., 1990).

El nimero de receptores GABA ,/BZ presentes en la superficie de una neurona, refleja un
balance dindmico entre los procesos de sintesis, insercién en la membrana y su degradacién; la
regulacion de estos procesos puede proporcionar un mecanismo para ¢l control de la sensibilidad al
transmisor.

C. Ligandos del complejo GABA,/BZR
1 descubrimiento de nuevas clases de ligandos del receptor de BZ muestra que:

(a) La estructura de las BZ no es un prerrequisito para ser reconocidas por el receptor.
Algunos compuestos no relacionados con la clase quimica de las BZ, pueden producir efectos
idénticos, y mediante los mismos mecanismos, como las BZ tipicas; por otra parte, las BZ pueden
producir efectos marcadamente distintos a través del mismo receptor de BZ (Hacfely, 1978, 1988c,

1990a). Algunos compuestos no benzodiacepinicos que actiian a través del GABA,/BZR son:
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benzazepinas, 8-carbolinas, ciclopirrolonas (como el zopiclon), fenilquinolinas, triazolopiridazinas,
imidazopiridinas (como ¢l zolpidem, alpidem, AHR-14479). Un ligando del receptor de BZ es todo
agente quimico que actda en tal receptor; y

(b) Las formas mediante las cuales se puede controlar la accidén inhibidora del GABA son
(Haefely, 1988a,b, 1989b):

(i) La modulacién alostérica de la funcién del receptor de GABA. La funcién del
receptor de BZ no se restringe a mediar una modulacién alostérica positiva del receptor GABA,, (lo
cual resulta en una potenciacidn del GABA); también permite una modulacién alostérica negativa
de la funcidn del receptor GABA,, (lo cual reduce la efectividad del GABA) y, mds atin, los ligandos
pueden interactuar como antagonistas de ambos tipos de moduladores, sin afectar por s{ mismos la
funcién del receptor GABA,. y

(ii) La regulacién del nimero de receptores presentes en la membrana postsindptica.

A su vez, tal regulacion ¢std influenciada por los procesos de sintesis y degradacién de
receptores y por la particién de los receptores entre los compartimentos intracelulares y los asociados
con la membrana (Steiger y BischofY, 1992).

E! mecanismo de accién de los efectos generales de los ligandos del receptor de BZ, implica
la interaccidn reversible entre el GABA y su receptor, que cambia la conformacidn de la subunidad
P {isomerizacién de! GABA,/BZR). Esto, o cambios adicionales ¢n la subunidad &, subyace a la
transicién hacia la conformacion abierta del canal (Haefely, 1989b). La capacidad de un ligando para
inducir 1al isomerizacion es una propiedad inherente a los ligandos del receptor de BZ y se denomina
eficacia intrinseca.

Los ligandos del receptor de BZ abarcan desde la maxima facilitacion de la funcién del
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receptor GABA,, (eficacia mdxima positiva o agonista, modulacién alostérica maxima positiva,
eficacia intrinseca = +1), hasta su maxima depresion (eficacia maxima negativa o agonista inverso,
modulacion alostérica maxima negativa, eficacia intrinseca = -1), con los antagonistas puros
ubicados en ¢l centro (eficacia intrinseca = 0) (Haefely, 1988a).

Se ha sugerido que la distancia entre el centro del anillo aromético y ¢! grupo aceptor de
protones, dos caracteristicas comunes de todos los ligandos, podia servir como un indicador (indice
Fryer, r} del tipo de actividad que provocan al unirse con el sitio receptor (Fryer et al., 1986). Se

propuso la siguiente relacion:

INDICE FRYER (r) | EFICACIA DEL LIGANDO
t<6.0A agonista
60<r<75A antagonista
r>7.5A agonista inverso

Sin embargo, otros estudios sefialan que ninguna distancia de esta naturaleza puede ser una
propiedad Gtil para describir la interaccién ligando-receptor, ya que sélo proporcionan la posicion
espacial relativa de dos puntos de un ligando. Los factores estéricos son importantes para determinar
tales interacciones, pero pueden estar determinadas también por interacciones electrostdticas,
interacciones hidrofébicas y por fuerzas de dispersion (Villar et al., 1989).

Cualquier efecto de los ligandos del receptor de BZ requiere una ocupacién fraccional del
receptor, diferente para agentes con distinta eficacia intrinseca (a mayer agonismo, menor ocupacion
fraccional requerida por el ligande). La ocupacién traccional del receptor es {a razén del numero de
receptores ocupados por el ligando respecto al nimero total de receptores disponibles (Haefely.

1987, 1989b, 1950b).
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La correlacién entre 1a ocupacion del receptor por parte de un ligando y la intensidad de sus
efectos farmacoldgicos, ayuda a evaluar la eficacia intrinseca de los ligandos del receptor de BZ. La
ocupacion del receptor de BZ en el SNC se pucde monitorear in vivo usando ligandos marcados con
is6topos emisores de positrones de vida media corta ("'C, Br) y con tomografia por emisién de
positrones (Hantraye ¢t al., 1987; Maziere et al., 1983; Persson et al., 1985; Susuki &t al., 1985).

Los efectos ansioliticos y antiepilépticos de los agonistas totales se pueden obtener con una
pequefia ocupacién fraccional del receptor (de 5 a 30%), y con una alta reserva de receptores
(presencia de mds receptores de los requeridos para una intensidad deseada de los efectos). Por otra
parte, los efectos depresores del SNC, sedantes, amnésicos anterdgrados y atéxicos, requieren una
ocupacién fraccional del receptor més alta, y una menor, incluso nula, reserva de receptores
(Haefely, 1988b),

Algunos efectos (p.ej. ansioliticos y anticonvulsjvantes), est4n mediados por neuronas con
una densidad de complejos receptores més alta que para otros efectos (p. ¢j. sedantes y relajantes
musculares) (Haefely, 1989a,b).

Es probable que la potencia (y quizi [a eficacia) de los lipandos del teceptor de BZ dependa
del tipo y concentracion del anién presente durante el acoplamiento. Los aniones permeables flior,
cloro, bromo y yodo, mejoran la afinidad de los agonistas del receptor de BZ, lo que refleja un mayor
acoplamiento entre los receptores y los canales para el CI” asociados. Este efecto parece restringirse
a los agonistas, debido a que el CI' no altera el binding del Ro 15-1788 ni de la

3-carboetoxi-p-carbolina (Evoniuk y Skolnick, 1988).

Las BZ tranquilizantes sirvieron para identificar el sitio de union mediante el cual ejercen

sus efectos farmacolégicos, y puesto que tal sitio es responsable de la mayor parte (si no es que de
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todos), los efectos relevantes de las BZ, resulté légico denominarlo el receptor de las BZ.
Posteriormente, se encontro el flumazenil (Ro 15-1788), que se une al mismo sitio que las BZ
tipicas, sin inducir por si mismo un efecto detectable, pero que inhibe selectivamente los efectos de
tales sustancias. En consecuencia, a los moduladores alostéricos positivos de 1a funcién del receptor
GABA,, s¢ les denomind agonistas del receptor de BZ y a los ligandos que actiian como el
flumazenil, antagonistas competitivos del receptor de BZ. El descubrimiento de que las B-carbolinas
producen efectos opuestos a los producidos por los agonistas del receptor de BZ (depresi6n de la
funcién del receptor GABA ,; modulacién negativa), en un sitio indistinguible del receptor de BZ,
y bloqueados por los antagonistas del receptor de BZ, llevd a la propuesta del término agonistas
inversos para esta clase de sustancias (Haefely, 1988a, 1989b, 1990b).

El receptor de BZ es el primero y lnico receptor conocido que media dos efectos
diametralmente opuestos, es decir, la facilitacidn y la inhibicidn de la funcién del receptor GABA,,,
los cuales pueden ser bloqueados por una tercera clase de ligandos (Haefely, 1987, 1989a,b, 1990b).

Los agonistas disminuyen el GMP ciclico cercbelar, mientras que los antagonistas lo
aumentan; este sisterna de segundos mensajeros no estd directamente acoplado al receptor GABA,,,
sino al estado excitatorio de las neuronas, de manera adn desconocida (Haefely, 1988¢).

1. Agonistas. Inducen un amplio espectro de cambios en la actividad del SNC
(anticonvulsivo, ansiolitico, sedante, relajante muscular). Sus efectos se relacionan con la
modulacién de la eficiencia neuronal GABAérgica tanto fasica como ténica. Todos los tipos
neuronales que utilizan diversos neurotransmisores, estan directa o indirectamente afectados por los
agonistas del receptor de BZ, lo cual refleja un efecto estabilizador general sobre las neuronas

centrales. Potencian 1a accidn del etanol, y desarrollan tolerancia y dependeacia. Poseen una eficacia
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intrinseca maxima positiva (por ejemplo, flunitrazepam y diazepam).

2. Agonistas parciales. El clonazepam es un agonista parcial con mayor eficacia
intrinseca que el Ro 16-6028; se ha utilizado con buenos resultados en pacientes con ataques de
panico y con manfa. Administrado oralmente, se absorbe ¢l 81.9-98.1 %, ¥ se¢ alcanzan las
concentraciones plasmaticas pico aproximadamente 3 h después. Su vida media plasmaética varia
entre 8 y 38 h. El nivel plasmético terapéutico abarca de 30 a 60 ng/ml. El Ro 16-6028 es un
congénere del flumazenil; posee una potente actividad ansiolitica (Martin et al., 1988). Los agonistas
parciales muestran una limitada potenciacién del etanol, asi como una menor capacidad para
producir tolerancia y dependencia, ain en dosis extremadamente altas. Se comportan como
agonistas/antagonistas mixtos, ya que bloquean ciertos efectos de los agonistas totales. El interés
terapéutico por ellos, como el Ro 16-6028, radica en 1a mejor separacién entre algunos efectos
deseados y algunos efectos indeseables de los compuestos de tipo benzodiacepinico. Poseen una
eficacia intrinseca submaxima positiva.

3. Antagonistas. El flrnazenil posee una confiable actividad antagonista sobre todos
los efectos producidos por los agonistas (revierte la sedacidn y la relajacién muscular residuales
después de la sedacion o anestesia conscientes, revierte la inconsciencia posterior a la sobredosis
iatrogénica o suicida). Algunos estudios sugieren efectos opuestos en funcién de la dosis: en general.
cuando las dosis altas tienen mayor efecto que las dosis bajas, se observan ligeros compaonentes
agonistas; cuando las dosis bajas tienen mayor efecto que las dosis altas, se observan componentes
agonistas inversos. No obstante, su efecto es altamente especifico y no antagoniza otros depresores
centrales, tales como los barbitiricos o el etanol. La inyeccidn intravenosa de 1 mg de flumazenil

resulta en una ocupacion de mds del 50% de los receptores. Tiene una vida media aproximada a 50
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min. El flumazenil es de accidn corta, debido a una rapida inactivacion metabolica. St se administra
después de un agonista del receptor de BZ de accion larga, el antagonismo inicial puede disminuir
y dar lugar a la reaparicién de los efectos del agonista. Posee una eficacia intrinseca cero.

4. Agonistas inversos parciales, Antagonizan los efectos de los agonistas parciales
y totales; producen ansiedad, incremento del tono muscular, mejoramiento de la vigilancia y efectos
promnésicos. Las indicaciones terapéuticas incluyen la somnolencia patoldgica, deficiencias de Ia
vigilancia y la atencién, problemas de memoria y de aprendizaje, y en intoxicaciones con ciertos
depresores centrales, tales como los barbitiricos, si su actividad proconvulsivante puede mantenerse
en un nivel clinicamente aceptable. El Ro 15-4513 reduce algunos efectos del etanol més claramente
que las f-carbolinas. Poseen una eficacia intrinseca submaxima negativa.

5. Agonistay inversos. No poseen potencial terapéutico debido a sus propiedades
convulsivas y ansiégenas (como el Ro 19-4603), aunque constituyen agentes quimicos Utiles para
el estudio de los receptores GABA, en el SNC. Poseen una eficacia intrinseca maxima negativa.

6. Ligandos GABAérgicos, E! mejor agonista GABAérgico es el propio GABA.
Sin embargo, se sabe que la barrera hematoencefilica no es permeable al GABA, por lo que se han
obtenido diversos derivados lipofilicos sintéticos. Su accion inhibidora sobre €} SNC se ha aplicado
principalmente al tratamiento de la epilepsia y otros desordenes convulsivos.

La siguiente tabla resume las caracteristicas de los dos tipos principales de receptores de

GABA.



Receptor GABA, GABA,
Ligandos
GABA agonista agonista
Muscimol agontsta S’E
{soguvacina agonista e SE
THIP agonista S/E
(-)Baclofén S/E agonista
Bicuculina antagonista S/E
Acido 8-amino valérico S/E antagonista
- Barbitlricos incrementa dinding S/E
BZ incrementa binding S/E
Ciclopirrolonas incrementa binding S/E
Imidazopiridinas incrementa binding S/E
Picrotoxina bloquea canal Ci' S’E
I leotid
Ca>*Mg® S/E dependiente
GTP S/E decrementa binding
Cagales
cr Incrementa 1o no relacionado
Ca™ no relacionado decrementa I,
K’ no relacionado incrementa I

S/E, sin efecto: THIP, 4,5,6,7-tetrahidroisoxazolo[ $.4-c]piridin-3-ol; I, conductancia.
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7. GABOB. Entre los derivados del GABA -tales como el B-sulfonil-GABA

(efectivo como anticomicial), el P-fenil-GABA (itil en el tratamiento de los movimicntos
involuntarios) y algunas pirrolidinonas (Nakamura et al., 1991; Nishimoto y Ohmeoto, 1967: Sasaki
ct al., 1991)-, destaca el dctdo y-amino-(B-hidroxibutirico (GABOB), ya que es un constituyente
normal de! cerebro. Desempefia un papel esencial en la regulacion de los procesos excitadores del
SNC y se considera el agente GABAérgico fisiolégico del organismo (Nishimoto y Chmoto, 1967).

E! GABOB puede formarse a partir de 1a 2-hidroxiputrescina en el cerebro de la rata. Ha
mostrado efectos anticonvulsivantes mediados por la estimulacion del influjo de Cl y la inhibicién
de la recaptura de GABA (Nakao et al,, 1991; Noto et al., 1988} Suprime las descargas de espigas
producidas por el &cido 8-guanidinovalérico (Yokoi et al., 1987), por la amidino-taurina (Yokoi et
al., 1993) y por la penicilina (Chemello et al., 1980). Estimula los receptores GABA,, en las ratas
anestesiadas (Enero et al., 1988).

Aligual que el baclofén, el hopantenato de calcio y la citicolina, se ha empleado en pacientes
cercbrovasculares (Yano et al., 1990} En estos pacientes, aumenta los niveles plasmaéticos de la
hormona de crecimiento (GH), la prolactina (PRL) y el cortisol, a diferencia de los hombres sanos,
en quienes no tuvo estos efectos (Takahara et al., 1980). Sin embargo, ¢l aumento provocado por
el GABOB en los niveles plasmaticos de GH y PRL si se ha observado en mujeres normales (Fioretti
etal.. 1978 Melis et al., 1982). También se ha propuesto que posce un efecto neuromodulador sobre
1a funcion cardiovascular (Enero et al., 1988).

Se ha sugerido que entre los efectos colaterales durante su uso clinico se encuentra la
estimulacion de 1a secrecion de acidos gastricos, mediada pot la activacion colinérgica central en la

exta (Yamasaki y Goto, 1990; Yano etal., 1990), En ¢l estémago perfunidido aislado de ratdn no se
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produjo este efecto (Yano et al., 1990). Es probable, entonces, que existan diferencias relacionadas
con el género en la respuesta a este compuesto.
D. Modelos del funcionamiento del complejo GABA,/BZR

I. Modelo de tres estados. El modelo de "ajuste inducido” o de "induccién” del
receptor de BZ (Polc et al., 1982), supone la capacidad de los ligandos para inducir cambios
reversibles en la conformacién del receptor. Se propone que:

(a) cuando se encuentra en estado de reposo, no ligado, el receptor de BZ no afecta Ja funcién
del receptor GABA,,;

(b) los agonistas del receptor de BZ no afectan directamente la funcién del canal para el CI',
sino que inducen una conformacién que facilita la funcién del receptor GABA,, sobre dicho canal;

(<) los agonistas inversos tampoco afectan directamente el canal, sino que inducen otra
conformacion del receptor de BZ que deprime la funcion del receptor GABA,;

(d) los antagonistas competitivos no alieran la conformacion del estado de repose, pero
bloquean cualquier cambio provocado por los ligandos agonistas o agonistas inversos.

2. Modelo de dos estados. El modelo de "seleccion” del receptor de BZ (Braestrup
et al., 1983; Ehlert, 1986), sefiala que los ligandos seleccionan y estabilizan la conformacién
intercambiable y espontdnca del receptor de BZ. Se asume que el receptor de BZ normalmente oscila
entre dos estados, uno que facilita ta funcién del receptor GABA , ("conformacién activa"), y otro
sin efectos sobre 1a funcién del receptor ("conformacion inactiva®). Segun este medelo, el equilibrio
dinamico de los dos estados determina la funcion del receptor:

(a) Los agonistas se unen con una alta atinidad a la contformacion activa del receptor de BZ

y la estabilizan, lo que facilita la funcion del receptor GABA
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(b) los agonistas inversos se unen con una alta afinidad a la conformacion inactiva y la
estabilizan, lo que reduce la funcién del receptor GABA,;

(c) los antagonistas se unen de manera indistinta y con igual afinidad a ambos estados, sin
modificar el equilibrio entre ellos ni la sensibilidad del receptor GABA,.

El perfil termodindmico de la interaccidn ligando-receptor parece apoyar la hipotesis de la
"induccidn" (Mdhler y Richards, 1981). No existe hasta el momento alguna forma de decidit si el
modelo de "induccién” o de "seleccién” es el comrecto.

3. Modelo de las propiedades electrénicas de la interaccion ligando-receptor.
Se ha propuesto un modelo general que considera las diferencias cualitativas en las propiedades
electronicas de compuestos aparentemente similares entre si, principalmente del tipo de las
B-carbolinas {Villar et al, 1989). En todos los ligandos existen dos sitios aceptadores de protones
susceptibles de reconocimiento por parte de los receptores, independientemente del tipo de
compuesto. El receptor de BZ reconoce tales sitios aceptadores de protones mediante los residuos
de aminoécidos (donadores de protones). La activacién del receptor s¢ modula por la accién entre
el anillo aromatico mas lipofilico de los ligandos y los sitios ¢lave del receptor. De acuerdo con esto,
Jos mecanismos de activacion del receptor son de dos tipos:

(a) Conformacional.- se requieren diferentes conformacicnes del receptor, para acomodar la
porcion lipofilica en diferentes regiones de €l y

(b) Electronico.- el grupo lipofilico puede alterar la estructura electronica del sitio de union

mediante la transferencia de cargas con un aminoacide aromatico en el receptor.



Segunda parte



I. Relaciones entre el GABA y el Sueio

A partir de las propuestas de Jouvet (1972, 1974), se conoce que el ciclo suefio-vigilia esta
controlado por los sistemas neurotransmisores de acetilcolina y las aminas biégenas (Monti, 1990).
Los mecanismos reguladores del nivel de vigilancia se relacionan con la activacion ascendente de
los sistemas monoaminérgicos cerebrales, mientras que las estructuras colinérgicas desencadenan
los eventos neurofisiolégicos subyacentes (Adrianov y Shugalev, 1988; Hernandez-Peodn, 1965;
Hobson y McCarley, 1975).

En el caso de la acetilcolina, su liberaci6n local no es la tnica responsable de las alteraciones
cn la excitabilidad cerebral que acompaiian la transicién del suefio de ondas lentas al suefio MOR
o a la vigilia. También participan la dopamina, la serotonina, el glutamato, la glicina y ¢] GABA
(Marks y Roffwarg, 1989, Yamamoto, 1988). La generacion del suefio paraddjico puede depender
de la activacién de las neuronas colinérgicas y la simultinea inactivacién de las células
noradrenérgicas del locus coeruleus, por la accién intermediaria de las neuronas GABA¢érgicas
locales (Jones, 1991a). En ¢l tegmento pontino dorsolateral, las neuronas GABAérgicas permiten
una mutua interaceion inhibitoria durante el sueflo paraddjico entre las neuronas colinérgicas y
noradrenérgicas (asi como serotondrgicas), que estdn en estrecha proximidad (Jones, 1991b).

En cuanto a la serotonina, los nicleos del rafé contienen también GABA, noradrenalina,
encefalina, somatostatina, sustancia P, colecistoquinina, neuropéptido Y y factor liberador de
tirotropina (Villar, 1994). Esto supone que muchas otras sustancias, ademds de la serotonina,
participan en la regulacion del suefio. Existe una via descendente habénuta-rafé que contiene GABA
y desempena un papel importante en la induccién y/o en la organizacion del ciclo suefo-vigilia

(Goldstein. 1983). Un ejemplo de la interaccién GABA-serotonina-suefio, lo muestra el hecho de
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que la GABApentina, un andlogo del GABA con actividad antiepileptogénica, aumenté el suciio
delta y el nivel de serotonina en la sangre de seis voluntarios sanos (Rao et al., 1988). Por otra parte,
la aplicacién iontoforética de bicuculina en el rafé dorsal revirtié la supresidn de la actividad
neuronal observada durante el suefio de ondas lentas, pero no afectd la actividad mantenida durante
la vigilia ni la supresién de la actividad neuronal durante el suefio MOR. Esto sugicre que las
aferencias GABAérgicas controlan algunos aspectos de la actividad de las neuronas serotonérgicas
del rafé dorsal dependiendo del estado conductual {(Levine y Jacobs, 1992).

Con relacién al papel del GABA,/BZR en la regulacién fisiolégica y en la induccion
farmacologica del suefio, se ha observado que la 3-hidroxi-metil-B-carbolina (antagonista del
receptor de BZ), produjo un aumento dependiente de la dosis en la latencia de suefio de 1a rata. En
una dosis baja que por si misma no afecta el suefio, la B-carbolina antagonizé el suefio inducido con
una dosis alta de flurazepam (Mendelson et al., 1983). El bloqueo de la recaptura de GABA en las
células gliales taldmicas promovid el sueilo en el gato (Juhasz et al., 1991).

Otra linea de evidencia indica que la privacidn instrumental de suefio induce alteraciones en
la funcién del complejo GABA,/BZR (Pokk y Zharkovsky, 1995}, aunque la privacion selectiva del
suefio MOR o ¢l rebote de esta fase no afectaron la cinética del binding del *H-diazepam in virro
(B, 0 Ko (Mueser et al., 1983). Los niveles de GABA no cambian significativamente durante la
privacion instrumental de! sueflo, pero si aumentan durante el periodo de rebote (Bettendorffet al.,
1996). El flumazenil antagoniza los cambios EEG del “rebote™ de sueilo posterior a la privacion
del mismo (Seifritz et al., 1995), lo que sugiere la participacion del GABA ,/BZR en los mecanisimos
del sueito.

Un activador del binding de "H-GABA a las membranas sindpticas de! cerebelo de ta cabra
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esta presente en la orina humana. Parece acumularse durante la vigilia y es mas potente conforme
aumenta la duracidn de la misma; este factor perdié su efecto al extraerse de de la orina recolectada
después de 8 horas de suefio. No perdi6 sus propiedades cuando se almacend entre 0°-5° C durante
7 dias, pero si cuando se calentd a 100° C durante 15 minutos, o cuando se traté con tripsina (0.08%)
a 37° C durante 30 minutos. Estos resultados sugirieron que este activador del binding de *H-GABA:
(a) aumenta en cantidad de manera proporcional a la duracién de la vigilia, (b) es termolabil, y (c)
es de naturaleza peptidica (Chandra y Poddar, 1986).

La administracién repetida de 5 mg. de flumazenil (antagonista del receptor de BZ) potencié
los efectos hipnéticos de la privacion de suefio en sujetos alertas; por el contrario, disminuy6 estos
efectos en sujetos somnolientos. Ademds, se observd una mayor disminucion de la somnolencia en
los sujetos somnolientos que en los alertas cuando se aplicaron dosis altas de 60 y 120 mg. Pueden
existir niveles variables de un factor enddgeno de tipo benzodiacepinico, que ademds difiere entre
los individuos (Lavie, 1989},

Un correlato gensdtico de la influencia de la transmision GABAérgica en los mecanismos del
sueilo, indica que los receptores GABA , de una especie de ratones con un patrén de suefio extenso
son mas sensibles a diversos compuestos hipndtico-sedantes que actfian ¢n tales receptores, en
comparacion con los ratones con sueflo breve (De Fiebre et al., 1992; Zahniser et al., 1992). Los
defectos estructurales del GABA,/BZR dan lugar a trastommos del sueflo {Schwartz, 1988). La
progenie de ratas con deficiencia de receptores de BZ mostraron, a la edad de 5-6 meses, una
disminucién en la cantidad de suefto de ondas lentas 1T (Marczynski y Urbancic, 1988). Las ratas
expuestas prenatalmente al diazepam tuvieron menos receptores de BZ en el talamo y una menor

proporcidn de suefio de ondas lentas 11 al aflo de edad (Livezey et al.. 1985). Los receptores de BZ
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pueden desempefar un papel fisiolégico en los mecanismos de sincronizacién EEG del sueiv de
ondas lentas.

La facilitacion de las sinapsis GABAérgicas con 4cido di-n-propilacético acornté la latencia
de sueflo y disminuyo el tiempo total de vigilia de 11 voluntarios sanos; al prolongar ¢l periodo de
administracién del acido, se observé una disminucidn en el suefio de ondas lentas, sin afectar al
suefio MOR y sin dejar secuelas matutinas (Schneider et al., 1977). En otro estudio, se encontré que
el GABOB produjo perdurables ondas répidas de baja amplitud en el EEG del suefio de ondas lentas
en ratas normales (Hata et al,, 1988),

Existe cada vez més evidencia de que ¢l GABA también puede actuar junto con el grupo de
transmisores tipicos, o desempefiar un papel especifico por si mismo, en el control del ciclo
suefio-vigilia. Otros datos relevantes al respecto provienen de:

(a) 1a medicidn de los niveles de GABA durante diversos estados conductuales:

(b} la manipulacién experimental de los niveles de GABA endégeno (estimulando su
produccion, inhibiendo su degradacién);

{c) las alteraciones clinicas que se acompafian de deficiencias en la neurotransmision
GABAérgica.

A. Evidencias neurofisiolégicas, clinicas y bioguimicas
La liberacion de GABA enddgeno desde la corteza cerebral es mayor durante el suefio que durante
a vigilia (Jasper et al., 1965). v se reduce por la estimulacién de la formacién reticular (Jasper y
Koyama. 1969). Aunque existen dudas acerca de si la presencia del GABA en el dializado refleja
su liberacion sindptica (Westerink, 1995), se encontré un aumento en la actividad del sistema

GABAérgico en los nicleos del rafé dorsal y del locus coerleus sélo durante el dializado del sueno
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MOR de los gatos (Nitz y Siegel, 1993). Tanto el cese de la actividad de las neuronas del focus
coeruleis durante el suefio MOR, como la accidn mediadora de la acetilcolina sobre ef aumento de
esta fase, pueden estar mediados por los niveles del GABA (Alam et al,, 1993),

Varios estudios han demostrado los efectos sedantes de la inhibicion catalitica irreversible
de la GABA-transaminasa (GABA-T, la enzima responsable de la degradacion del GABA), y por
ta administracién de agonistas GABAérgicos.

Los altos niveles de GABA cerebral causados por una sola dosis alta de dcido GABA
y-vinilico (1200mg'kg) o GABA y-acetilénico (100 mg/kg) permanecen elevados durante 24 h
{Schechter et al., 1977). Producen hipersincronizacién EEG y somnolencia (Myslobodsky y
Mansour, 1979), y disminuyen la alerta relacionada con !a dopamina (Dzoljic y Godschalk, 1978).
Este efecto esta mediado por una posible accién postsinaptica inhibidora sobre los receptores de
GABA en el globo pédlido (Myslobodsky y Mansour, 1979).

El aumento en los niveles de GABA cerebral producido por la fengabina (un agente
GABAérgico antidepresivo), invierte el déficit de evitacién pasiva en ratas bulbectomizadas,
antagoniza el déficit de cscape en ¢l modelo de indefension aprendida y disminuye tanto ¢l
porcentaje como el nimero de los episodios de sueilo paraddjico, al mismo tiempo que incrementa
su latencia (Lloyd et al., 1987).

Varios trastomos neurologicos y neuropsiquiatricos -tales como la epilepsia, 1a corea de
Huntington, ta enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, la esquizofrenia, la depresion
y e} insomnio familiar fatal- se asocian con una alteracion en el nmero de receptores de GABA,
de neuronas y sinapsis GABAérgicas o del nivel dei GABA en el SNC ¢Autret, 1995; Cocclu. 1978

Enna et al, 1977; Enna, 1980; Frey etal., 1979; Lloyd et al., 1977, 1985; Perry o al, 1979; Puca ¢!
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al., 1984; Ribak et al., 1979). La organizacién del suefio en varios de estos sindromes esta perturbada
{(Kellaway, 1985; Wiegand et al., 1991), lo cual llega a ser percibido por algunos pacientes
{Hoepnner et al., 1984).

Los intentos para utilizar el GABA en los ensayos clinicos fracasan debido a que se requieren
dosis extremadamente altas para forzarlo a cruzar la barrera hematoencefilica (Kuriyama y Sze,
1971, Maynert y Kaji, 1962). Se ha ensayado con las pirrolidinonas (derivados y prodrogas del
GABA), que son mds lipofilicas que el GABA y penetran ficilmente al SNC. Prolongan la duracién
del suefio inducido con pentobarbital sédico y poseen propiedades antiamnésicas en los ratones
(Nakamura et al., 1991; Sasaki ¢t al., 1991). Sin embargo, también s posible que estos derivados
actuen sin afectar al sistema GABA¢rgico (Krogsgaard-Larsen, 1981). Otros estudios han sugerido
que su principal mecanismo farmacoldgico de accidn es una perturbacion de la estructura de las
membranas (Perlman y Goldstein, 1984).

El tratamiento de las enfermedades mencionadas anteriormente con diversos agonistas
GABAGérgicos es efectivo, a la vez que produce somnolencia y mejora los trastornos de suefio
concomitantes (Anden et al.,, 1973; Lloyd et al., 1983). Alguna cvidencia relaciona al receptor
GABA,; con esta mejoria, ya que el baclofén, agonista de ¢ste receptor, alivié el insomnio y la
iritabilidad en un caso de aciduria glutdrica de tipo [ (Yamaguchi et al., 1987).

Se conocen las propicdades sedantes tanto del acido hidrazinopropionico, un analogo
estructural del GABA (Van Gelder, 1969), como del muscimel, un agonista GABAérgico
(Scheel-Kruger et al,, 1978). Por otra parte, la melatonina posee una capacidad inductora v
modificadora del sueiio (Anton-Tay et al., 1971; Cramer et al, 1974, Fernandez-Guardiola »

Anton-Tay, 1974; Golombek, 1996; Hishikawa ¢t al., 1969; Holmes y Dudgen, 1982; Mendelson
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etal, 1980). La administracién topica de melatonina en e! hipotalamo, induce el suefio en los gatos
(Marczynsky et al., 1964). Estos efectos probablemente estin mediados por un incremento del
GABA (Anton-Tay, 1971).

Existen células inmunoreactivas al GABA en la regidn predptica y la zona posterior
ventrolateral, asi como una zona densa de fibras GABAérgicas en el hipotalamo ventrolateral del
gato. Es posible que estas neuronas contengan también monoaminooxidasas e histamina, que estan
implicadas en la regulacidn de la vigilia (Kitahama et al., 1989).

Los sisternas GABAérgicos de la regidn predptica y del hipotdlamo ventrolateral posterior,
intervienen en la regulacion del sueflo, La destruecion especifica de los cuerpos celulares de 1a region
predptica, mediante la inyeccion intracerebral local de dcido iboténico, induce insomnio de larga
duracién en el gato. Por el contrario, la inyeccidn bilateral de muscimol en el hipotdlamo
ventrolateral posterior, en esos animales insomnes, proveca la reaparicion del suefio lento y del
suefio paradgjico (Kitahama et al., 1989; Sallanon et al., 1989).

Existe un ritmo de los niveles de GABA en el hipotilamo y en el tilamo de la rata, que
alcanza un pico durante la noche (Friedman y Piepho, 1978). La accién del GABA en estas zonas
depende del CI', ya que el GABA inhibe, mientras que el medio bajo en Cl excita, la actividad
unitaria del nicleo supraquiasmético (Liou y Albers, 1990). El n(icleo supraquiasmatico contiene
neuronas responsivas al GABA y a los ansioliticos de tipo benzodiacepinico aplicados
exdgenamente, que influyen asi el contrel central de los ritmos circadianos (Liou et al., 1990},

La perfusion local del niicleo ventroposterolateral del talamo con GABA aumenta tanto ¢l

suefio de ondas lentas como el sueiio MOR en gatos {Juhasz et al., 1989).
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B. Efectos de algunos ligandos de]l GABA,/BZR sobre el suefio
Los ligandos del GABA,/BZR afectan tanto el sueiio MOR como con el No MOR (Fisher et al..
1973). La evaluacién de la accion de las drogas sobre el suefic EEG, se basa en los siguientes
pardmetros:

(a) Pardmetros relacionados con la cantidad de sueflo: tiempo total de suefio, porcentaje de
vigilia durante el periodo de suefio, niumero de despertares, eficiencia del suefio y latencia de suefio;

(b) Pardmetros relacionados con la calidad del suefio: proporcién de cada fase respecto al
suefio total, latencia de cad~ - de suefio, nimero de cambios de fase, nimero de ciclos y el perfil
del suefio.

1. Efectos de las benzodiazepinas
Los agonistas benzodiacepinicos del GABA,/BZR afectan los pardmetros polisomnograficos
relactionados con:

(a) La cantidad del suefio.- Aumentan el tiempo total del suefio (Chambers et al., 1978;
Gaillard, 1984; Kales et al., 1988; Mizuki et al., 1988; Nicholson et al., 1976; Posadas y Rojas, 1984;
Seidel et al., 1985); disminuyen la latencia del suefio (Fawcett y Kravitz, 1982; Gaillard, 1984, Kales
et al., 1988; Seidel et al., 1985; Subhan et al., 1986), ¢l numero de despertares (Ferrillo et al., 1984,
Gaillard, 1984; Johns, 1975) y el tiempo total de vigilia (Ferrillo et al., 1984, Gaillard, 1984 Kales
et al., 1988: Mizuki et al., 1988), aurnentan la latencia para despertar (Gaillard, 1984) y [a eficiencia
del sueto (Ferrillo et al., 1984); ¥

(b) La calidad d¢] suefio.- Disminuyen el tiempo total de la fase 1 (Bonnet et al.. 1981,
Borbely et al., 1983; Fawcett y Kravitz, 1982: Kales et al., 1938: Mizuki et al.. 1988}, aumentan [a

duracion de ta fase 2 (Bonnet et al., 1981; Fawcett y Kravitz, 1982: Gaillard. 1984; Kales et al..
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1988; Mizuki et al., 1988; Seidel et al., 1985), y la duracion y abundancia de los husos de sueiio
(Gaillard, 1984), disminuyen los complejos K (Gaillard, 1984), y el suefio de ondas lentas (Feinberg
etal., 1977; Fisher et al., 1973; Gaillard, 1984; Griazude et al., 1979; Kales et al., 1975, 1976; 1988;
Ferrillo et al., 1984, Mizuki et al., 1988; Seidel et al., 1985), incrementan la latencia del suefio MOR
(Gaillard, 1984; Kales et al., 1988), y disminuyen la duracién del suefio MOR (Borbely et al., 1985,
Gaillard, 1984; Kales et al., 1988; Roth et al., 1980) y los cambios de fase (Borbely et al., 1985).

Otros efectos de los derivados de tipo benzodiacepinico, se relacionan con su capacidad para
inducir adiccion a su eficacia hipnética, sintomas de supresién y de tolerancia (De la Fuente, 1983).
Al suspender la ingestion de BZ ocurre un incremento en la vigilia nocturna, fendmeno conocido
como "rebote” de vigilia (De la Fuente, 1981). El desarrollo de la tolerancia a la accidn sedante del
diazepam, se asocia con una reduccién en la cantidad de los husos EEG inducidos por la
administracién de las BZ, y también con un aumento en la actividad répida de bajo voltaje (Valerio
y Massotti, 1988). El tratamiento crénico con BZ reduce la sensibilidad de las neuronas del rafé
dorsal al GABA (Wilson y Gallager, 1988). Como en el caso de las células corticales y cerebelosas,
tal subsensibilidad se refleja en la disminucidn del influjo de CI" estimulado por GABA (Marley y
Gallager, 1989).

La alternancia ciclica del suefio No MOR-MOR se correlaciona, respectivamente, con
incrementos y decrementos ciclicos de la potencia relativa de la banda delta (Church et al,, 1975
Ferrillo et al., 1984), Esta periodicidad de las ondas en la banda delta. pero no su porcentaje
espectral, se desorganiza por la accion de las BZ (Feinberg et al., 1977 Gath et al.. 1981).

Los antagonistas del GABA,/BZR revierten estos efectos. analizados tanto visual como

digitalmente.
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La administracién oral de 200 mg. de Ro 15-1788, antagoniza los efectos sedantes,
miorrelajantes y atdxicos producidos por 8 mg. de 3-metilclonazepam en voluntarios sanos (Darragh
ct al., 1981b). La inyeccién intravenosa de 20 mg. de Ro 15-1788, revierte el suefio profundo
producido por 35 mg. de 3-metilclonazepam; los sujetos permanecen alertas 60 segundos después
del inicio de la inyeccidn, y los cambios EEG durante el periodo de la inyeccidén correlacionan con
la transicion conductual del sueflo a la vigilia (Darragh et al., 1981a).

Los efectos de la administracion oral de 10 mg. de diazepam sobre la actividad eléctrica
cerebral, tanto espontdnea como evocada, se revierten por completo con la inyeccidn intravenosa de
5 mg. de Ro 15-1788. Este efecto es abrupto, y aparece 1 min. después del inicio de su inyeccién.
El antagonista reduce el decremento de la vigilancia producido por el diazeparn. También disminuye
la variabilidad de la actividad eléctrica cerebral, lo cual se interpreta como un ¢fecto estabilizador
sobre el nivel de vigilancia (Laurian et al., 1984).

Otros estudios han encontrado efectos intrinsecos de los antagonistas, preduciendo cambios
EEG cuantitativos que concuerdan con un incremento en la vigilancia: la inyeccidn de 5 mg. de Ro
15-1788 disminuye la potencia de las bandas teta y alfa, incrementa la frecuencia de la banda alfa
y decrementa fa frecuencia de la banda delta (Schpf et al., 1984). Se han descrito efectos de tipo
agonista inverso parcial, relacionados con la dosis, como parte de la actividad intrinseca de los
antagonistas, En oposicién al diazepam, la aplicacion de 10mg./kg. de Ro 15-1788 en el perro,
aumenta tanto el suefio No MOR como el sueito MOR (Wauquier y Asthon, 1984). En otro estudio
(Emrich et al., 1984}, se privo de una noche de sueflo a § veluntarios sanos y se les inyectaron 10
mg. de Ro 15-1788, sin encontrar cambios relevantes en el desempeilo psicomotriz, pero no se

informa de algin efecto sobre el sueiio.
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Aunque cl diazepam se utiliza principalmente como ansiolitico (Tallman et al., 1980),
también posee efectos hipnoticos y sedantes en dosis de 5 y 10 mg.; se emplea como un hipnético
y se usa con frecuencia en el tratamiento adjunto del insomnio (Borenstein y Cujo, 1974; kil et al.,
1972, Kales y Scharf, 1973).

La ansiedad diurna o el insomnio de rebote asociados con la supresién de un periodo
prolongado de tratamiento, o bien con periodos cortos de administracién de BZ con vidas de
eliminacidn breves (Kales et al., 1995; Martinez y Ve, 1989; Morgan, 1994), no se observan
después del tratamiento con diazepam (Ashton, 1994; Kales et al., 1988).

2. Efectos de las ciclopirrolonas
El perfil de acciones del zopiclon (agonista no benzodiacepinico del GABA ,/BZR) sabre los
parametros cualitativos y cuantitativos del sueflo es como sigue:

a) Cantidad de suefio.- Aumenta el tiempo total de suefio (Jovanovic y Dreyfus, 1983; Kanno
et al,, 1993) y el indice de eficiencia de sueiio {Kanno et al., 1993), mientras que disminuye la
latencia de suefio (Billiard et al., 1987; Kanno et al., 1993; Trachsel et al., 1990). También acorta
la latencia subjetiva de suefio (Allain et al,, 1995; Nicholson y Stone, 1987, Tafli et al,, 1992,
Trachsel et al., 1990), produce la sensacion de dormir mds y mejor {(Allain et al., 1995; Billiard et
al., 1987; Nicholson y Stone, 1987; Tafti et al., 1992} y de despertares menos frecuentes (Allain et
al., 1995; Stutzmann et al., 1992), aunque también se ha informado que no afecta el tiempo total de
vigilia {Billiard et al,, 1987).

b) Calidad del suefg.- Disminuye la fase | (Kanno et al.. 1993: Nicholson y Stone, 1987;
Pecknold et al., 1990). aumenta la fase 2 (Kanno ¢t al.. 1993; Nicliolson v Stone, 1987; Trachsel et

al., 1990), pero tambicn se ha observado una disminucion de esta fase (fovanovic y Dreytus, 1983).
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Aumenta Ia densidad de los husos de suefic y disminuye la de los complejos K (Jobert et al., 1992).
En cuanto al suefio lento, se ha encontrado que lo aumenta (Billiard et al., 1987; Brun, 1988;
Jovanovic y Dreyfus, 1983; Kanno et al., 1993; Nicholson y Stone, 1983; Stutzmana et al., 1992,
1993), lo disminuye (Mamelak et al., 1983; Quadens et al., 1983; Trachsel et al., 1990), lo afecta
minimamente (Rohers et al., 1985), o no lo afecta (Nicholson y Stone, 1987), aunque disminuye su
latencia (Kanno et al., 1993; Stutzmann et al,, 1992). También existen evidencias encontradas
respecto a su efecto sobre el suefio MOR, ya que se ha informado que no modifica la latencia de esta
fase (Jovanovic y Dreyfus, 1983; Nicholson y Stone, 1983; Trachsel et al., 1990) o la aumenta
(Kanno et al., 1993; Nicholson y Stone, 1987; Rohers et al., 1985), no modifica el porcentaje de
suefio MOR (Jovanovic y Dreyfus, 1983; Nicholson y Stone, 1983; Stutzmann et al., 1992; Trachsel
et al., 1990) o lo disminuye (Kanno et al.,, 1993; Rohers et al., 1985).
3. Efectos de las imidazopiridinas

El zolpidem (otro agonista no benzodiacepinico del GABA ,/BZR), es otro de los firmacos que se
han propuesto como alternativas terapéuticas a las BZ. Se ha informado de los siguientes efectos
sobre el suefio:

a) Cantidad del suefio.- Aumenta el tiempo total de suefio (Lavoisy et al., 1992: Lund et al.,
1988; Merlotti et al., 1989; Oswald y Adam, 1988; Walsh et al., 1990; Wheatley y Psych, 1989),
disminuye la latencia de suefio (Herrmann et al., 1988; Lavoisy et al., 1992; Merlotti et al., 1989:
Oswald y Adam, 1988; Walsh et al., 1990; Wheaticy y Psych, 1989), el tiempo total de vigilia
noctuma y el munero y 1a duracion de los despertares noctumos {Lavoisy et al., 1992; Nichelson y
Pascoe. 1986; Oswald y Adam, 1988; Walsh et al., 1990; Wheatley y Psych, 1989)

b) Calidad del sueflo.- Disminuye la latencia y la duracion de la fase | (Kryger et al., 1991,
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Lund et al., 1988; Nicholson y Pascoe, 1986), disminuye la fase 2 y aumenta su latencia (Koshorek
et al., 1988), aunque aumenta esta fase en dosis altas (30 mg.) (Nicholson y Pascoe, 1986); sin
embargo, se ha observado que también las dosis bajas y medias la aumentan (Herrmann et al., 1988;
Lavoisy et al,, 1992; Oswald y Adam, 1988; Walsh et al., 1990); aumenta la proporcion y la latencia
del suciio de ondas lentas (Arbilla et al., 1985; Herrmann et al., 1988, 1991; Koshorek et al., 1988;
Kryger et al., 1991; Lavoisy et al., 1992; Nicholson y Pascoe, 1986), no disminuye e! suefio MOR
(Lavoisy et al., 1992), aunque en dosis promedio (10 mg.) y también en altas dosis (20 mg.)
disminuye ¢l porcentaje de suefio MOR (Brunner et al., 1991; Herrman et al., 1988; Merlotti et al.,
1989; Oswald y Adam, 1988, Walsh et al., 1990) y aumenta la latencia del suefio MOR (Herrmann
et al,, 1988; Nicholson y Pascoe, 1986; Oswald y Adam, 1988).
4. Efectos del GABOB

No se dispone de informes acerca del efecto del GABOB sobre la organizacién del suefio noctumo.
La eleccion de esta droga en la presente investigacion se baso en la necesidad de actuar de manera
agonista directa sobre la subunidad receptora del GABA.

E! GABOB posee una accién inhibidora de la excitabilidad neuronal, aiin més eficaz y
consistente que la del GABA, en las crisis producidas quimica y eléctricamente a los perros
(Chemello et al., 1980; Nakao et al., 1991, Noto et al,, 1988; Yokoi et al., 1987, 1993). Este efecto
se confirmo con pacientes que sufrian diversos tipos de epilepsia (Nishimoto y Ohmoto, 1967). El
GADOB también es 11l en la anestesia y en el manejo diversas manifestaciones de excitabilidad
psicomotora, en vista de su accion sedante (Italmex, Lab).

Destaca la semiejanza entre los usos del GABOB y algunas de las aplicaciones de las BZ

tipicas, [o que insintia su posible perfil hipnético.
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En general, puede observarse la similitud de los efectos producidos sobre ¢l suefio por todos
los ligandos exdgenos:

- Aumentan el tiempo total del sueflo y el indice de eficiencia del sueilo;

- Disminuyen el tiempo total de vigilia y ¢l nimero de despertares nocturnos;

- Acortan la latencia de suefio;

- Disminuyen las fases 1 y MOR del sueflo;

- Alargan la latencia del sueflto MOR.

-Enel caso de 1a fase 2 y ¢l sueiio de ondas lentas, el diazepam aumenta aquélla y disminuye
éste; en el caso de los ligandos no benzodiacepinicos, tanto ¢] zopiclon como el zolpidem pueden
aumentar o disminuir la fase 2, pero mientras que ¢l zopiclon puede aumentar o disminuir también
el suefio lento,el zolpidem lo aumenta de manera franca.

Como ya se menciond, se desconocen los efectos del GABOB al respecto, pero para el
presente trabajo se supondrd de manera exploratoria que provoque cambios semejantes a los
producidos por ¢l diazepam.

Es claro que ¢l diazepam, ¢l zopiclon y ¢! zolpidem son mds semejantes entre si cuando se
consideran sus efectos sobre las variables cuantitativas que cuando se analizan sus efectos sobre los
parametros cualitativos del suefio. En concreto, existen mas discrepancias en cuanto a sus efectos
sobre la fase 2 y el suefio delta.

C. Efectos residuales de algunos ligandos del GABA ,/BZR sobre 1a atencién
En ¢! presente trabajo. se entiende por efectos residuales teripranos a las secuelas en et desempeio
psicomotor diumo ocasionadas por los ligandos a las 10 horas posteriores a su administracién

nocturna. A continuacidn se mencionan algunos aspectos relevantes en la valoracion de los efectos




residuales tempranos de los tratamientos sobre la atencion.

1. Aspectos neurofisioldgicos de la atencién
Interesa conocer los efectos residuales de la manipulacién exdgena del GABA,/BZR debido a que
el GABA (como la glicina y a serotonina), inhiben 1a transferencia de [a informacién visual a través
del niicleo geniculado lateral durante la vigilia en el gato (Marks y Roffwarg, 1989).

Varios aspectos del procesamiento cognitivo relacionados con |a atencidn, la activacion, la
alerta y el esfuerzo (Eysenck, 1982; Kahneman, 1973; Posner, 1978; Pribram y McGuinness, 1975),
estan modulados por diversos sistemas difusos de neurotransmisores que se proyectan hacia la
corteza (Clark et al., 1987, Foote, 1987, McCormick, 1989b; Oken y Salinsky, 1992). Los cuerpos
celulares de estas vias ascendentes se originan en ¢! mesencéfalo, la parte alta del puente y el
hipotalamo, tienen proyecciones divergentes ¥ modulan la actividad neuronal taldmica y cortical.
El ndcleo reticular taldmico, a su vez, esta relacionado con 1a alerta y la atencién (Groenewegen y
Berendse, 1994; Steriade et al,, 1993). E!l sistema reticular activador se relaciona con el
mantenimiento de la vigilia conductual y EEG (Lindsley et al.. 1950; Moruzzi y Magoun, 1949;
Steriade et al., 1980). Existen otras vias de proyeccion cortical inespecificas, pero se conoce menos
acerca de su anatornia y fisiologia (Saper, 1987).

El concepto de atencién es fundamental para entender el funcionamiento humano, La alerta,
fa vigilancia, el reflejo de orientacién y la activacion emocional, son conceptos afines que, empero,
parecen no ser sindénimos (Sierra et al,, 1993d). La atencion es un proceso multifactonal, y el primer
problema que se enfrenta al estudiarlo es su definicién (Meneses y Brailowsky, 1995),

Durante mucho tiempo se penso en la atencion come una capacidad vaga, casi vitalista, ¥

s510 hasta afios recientes se considera como el resultado de 1a accion coordinada de un conjunto de
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diversas areas anatdmicas, sin emerger como la propicdad de un sélo centro ni como una funcion
general del cerebro actuando como un todo indiferenciado (Mesulam, 1981; Rizzolatti et al., 1985).

A esto subyace una actividad ténica de la corteza cerebral (una despolarizacion de las
membranas o un aumento en la tasa de disparo neuronal asociados con un estimulo), mediada por
proyecciones inespecificas desde estructuras subcorticales. El concepto de "vigilancia” fue de los
primeros en proponerse para describir un estado fisiologico especifico del SNC (Head, 1923). Esta
nocion es comparable a lo que otros autores definen como la "alerta ténica” (Posner, 1978), el
“arousal” (Mesulam, 1981) y la "activacion", aunque algunas veces el "arousal” se limita a un estado
fasico relacionado con un estimulo, mientras que la "activacion” se pretende mds especifica y
relacionada con la preparacion motora (Pribram y McGuinness, 1975). Mas aun, estos términos se
han mezclado para considerar gque tanto la alerta tonica como la fasica dependen de la duracion de
la activacién, siendo la alerta tonica mas semejante al "arousal” (Posner, 1978).

La atencién representa una activacién neuronal relevante para una tarea especifica v es
espacialmente mis limitada que la alerta (Oken et al., 1995). Las estructuras corticales criticas para
el denominado sistema de la atencion (“attentional system”), son: la corteza parietal posterior
dorsolateral/lobulo parietal inferior (aspectos perceptuales), la corteza prefrontal-premotora
dorsolateral (aspectos motores) y el giro del cingulo (aspectos limbicos), con las contribuciones
subcorticales del coliculo superior, el niicieo pulvinar y el estriado, por lo menos para el caso de la
atencién visual (Goldberg y Wurtz, 1972; Mesulam, 1990: Rafal et al., 1988).

El sistema de la atencion puede mediar la actividad neuronal en otras areas corticales
mediante conexiones directas o indirectas. El sistema de alertaarousal” tiene aferencias reticulares

directas del sistema de )a atencidn, a través del iobulo parietal inferior (Mesulam, 1981: Posner et
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al., 1988).

Los sistemas neurotransmisores relevantes para la alerta y la atencién incluyen:

a} las proyecciones noradrenérgicas desde el locus coeridens (Aston-Jones y Bloom, 1981:
McCormick, 1989b);

b} las proyecciones dopaminérgicas desde el tegmento ventral mesencefilico, donde se
originan fibras mesoestriadas y mesocorticales (Bjdrkiund y Lindvall, 1986; De Keyser et al., 1990);

c) las proyecciones serotonérgicas desde los nucleos del rafé dorsal (Aghajanian y
Vandermalen, 1986);

d} las proyecciones colinérgicas desde el tallo cerebral (incluido el sistema reticular
activador) y el sistema diencefalico basal (Mesulam et al,, 1983; McCormick, 1989b); ¥

e) las proyecciones histaminérgicas desde el hipotalamo (Pollard y Schwartz, 1987; Wada
et al., 1991).

En general, los efectos de estos neurotransmisores sobre la fisiologia celular son de inicio
lento, de larga duracién y modulan [a actividad de las neuronas postsindpticas (Foote, 1987). Los
cambios en el nivel de alerta evaluado mediante el EEG estian determinados en parte por estos
sistemas neurotransmisores. Las proyecciones colinérgicas y noradrenérgicas desde el tallo cerebral
modulan la actividad de las neuronas talamicas, que a su vez modulan e! grado de desincronizacién
EEG (Hobsor y Steriade, 1986; Lopes da Silva, 1991: McCornmick, 1989b; Steriade et al., 1990).

La evaluacion conductual de los efectos residuales sobre fa atencion, describe la mancta en
que los farmacos afectan al desempeiio el dia posterior a su administracion noctuma. En funcién del

interés de cada investigacion, se realizan diversas mediciones subjetivas y objetivas.
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2. Medidas de 1a atencidn
a. Mediciones subjetivas

Sc han elaborado distintas escalas de activacion autoinfonmada, como la Lista de Adjetivos de
Activacion-Desactivacion (Thayer, 1967), la Escala de Somnolencia de Stanford (ESS) (Hoddes et
al., 1972) y el Cuestionario de Matutinidad-Vespertinidad (Home y Ostberg, 1977). De fecha mas
reciente son la Escala del Nivel de Alerta (Lancry, 1989), 1a Escala de Somnolencia de Epworth
(Johns, 1991) y el Inventario de Actividades de Suefio-Vigilia (Rosenthal et al., 1993),

La ESS ha sido la més utilizada. En ésta, se pide a los sujetos que elija una de las 7 frases
graduadas que mejor describa su estado en ese momento, desde [a mayor hasta la menor activacion,
en una escala de | a 7. El formato de este instrumento es el siguiente:

ESCALA DE SOMNOLENCIA DE STANFORD

Nombre:
Sexo. O Hombre O Muger Edad:
Dia: Hora:

INSTRUCCIONES: Lea con detenimiento la siguiente escala y seiiale con un circulo el namere

corespondicnte al estado con el que usted se .- wntifica en este momento.

1. ME SIENTO ACTIVO Y VITAL, ALERTA, COMPLETAMENTE DESPIERTO.
_FUNCIONAMIENTO ALTO, PERO NO MAXIMO, CAPACIDAD DE CONCENTRARME.
. RELAJADO, DESPIERTO, NO COMPLETAMENTE ALERTA, REACTIVO.

. UN POCO APAGADO. NO AL MAXIMO, DISMINUIDO.

 APAGADO., COMIENZA LA PERDIDA DE INTERES POR ESTAR DESPIERTO.

6. SOMNOLIENTO, PREFIERO ESTAR ACOSTADO, LUCHANDO CON EL
SUENQO,CONFUSO, ATURDIDO.

7. CASI EN SUENO, COMIENZO INMEDIATO DEL SUENO. INCAPACIDAD DE
PERMANECER DESPIERTO.

- () ()

N
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La ESS correlaciona alto con algunas medidas objetivas como ¢l "Wilkinson Addition Test"
o el "Wilkinson Vigilance Test” (Hoddes et al., 1972). También se correlaciona con los cambios en
la somnolencia registrada poligrificamente (Carskadon y Dement, 1977, 1979; Matousek et al.,
1983), el tiempo de reaccién simple y electivo (Wilkinson y Houghton, 1975), 1a temperatura
periférica y la tasa cardiaca (Buela-Casal, 1990).

Los informes subjetivos de las personas somnolientas sobre su estado no son del todo
contiables, debido a la pobre conciencia del deterioro por parte de los sujetos v a la falta de un punto
de referencia de lo que constituye la "alerta” normal (Mitler y Hajdukovic, 1990). Por ello, se han
buscado métodos objetivos para evaluar los cambios en el nivel de esta funcidn.

b. Mediciones objetivas
Se puede evaluar por medio de registros psicofisioldgicos como la Prueba de Latencias Muiltiples
de Suefio (MLST) (Carskadon y Dement, 1975), la Prueba de Medidas Repetidas del Sostenimiento
de 1a Vigilancia (RTSW) (Hartse, Roth y Zorick, 1982), la Prueba de Vigilancia Mantenida (MWT)
(Mitler et al., 1982), la Puntuacién Poligrafica de Somnolencia (PSS) y el Indice Poligrafico de
Somnolencia {PS1) (Roth et al., 1984, 1986).

También se ha utilizado la pupilografia para medir la disminucién de la vigilancia en los
pacientes narcolépticos, sobre la base de que la midriasis pupilar implica un nivel alto de activacion
(Yoss, Moyer y Ogle, 1969). Ef registro de la actividad basal ¢lectrodérmica es otro indice confiable
de! nivel de activacidn durante la vigilia (Freixa [ Baqué, 1990). Existen téenicas mads sofisticadas.
como la cuantificacion automatica del EEG durante ia vigilia {Matousek, 1990). o el registro de
diversos parametros morfoldgicos de la actividad electroencetalica (Hori, 1990).

Las pruebas MLST, RTSW y MWT sc realizan cada dos horas, comenzando a las 10:00
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horas y finalizando a las 18:00 horas. Cada sesion consiste en un ensayo de 20 minutos en ¢l cual
cl sujeto debe intentar quedarse dormido (MLST) o permanecer despierto (RTSW y MWT).

Las pruebas PSS y PSI consisten en un registro poligrafico breve (45 minutos), que se realiza
entre las 14:00 y las 16:00 horas, y se miden el EEG, el electrooculograma, el electromiograma vy las
actividades cardiaca y respiratoria. Se evalia la latencia y la duracién total de la vigilia y las fases
1-4 y MOR del suefio. La latencia de cada fase se considera desde el momento en que comienza fa
prueba (no desde ¢l comienzo del suefio). Si alguna de las fases no se produce, se considera que su
latencia fue de 45 minutos., La durdcion total de la vigilia y de cada fase de suefio se indica en
porcentajes de la duracion total de la prueba. Por tanto, el PS1 se define como el tiempo total de
suefio (expresado en porcentaje) del tiempo total de la prueba, mientras que el PSS sa calcula con
base en el PSI y la duracién de todos los estados del suefio (Buela-Casal y Caballe, 19%0).

Sin embargo, se requiere de una prueba objetiva, sencilla y breve para estimar el nivel de la
atencion inmediatamente al despertar. El andlisis del EEG durante el desempefio psicomotor permute
evaluar el estado cerebral relacionado con la alerta conductual de un sujeto. Asi, se han clasificado
visualmente los patrones EEG en la derivacion 0O1-02 segin las diferentes combinaciones de ritmos
dentro de los intervaios interestimulos en tareas de tiempo de reaccion simple (Fanjul-Moles ¢t al.
1979), La tarea consiste en responder rapidamente a estimulos luminosos que se presentan en forma
regular, cada diez segundos, o de forma irregular. Durante esta tarea, se han identificado de manera
visual nueve patrones EEG, desde el patron | hasta el patrén 1X: el patron I indica la maxima
activacién, mientras que ¢l pateon 1X sefala la mixima desactivacion de un sujeto durante el
intervalo interestimulos de la prucba.  Los patrones restantes se caracterizan por la diterente

distribucién del ritmo alfa dentro de estos limites de diez segundos. La evolucidn de los patrones
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EEG se estudia mediante la construccion de matrices de probabilidad de transicion, en las que se
contabiliza la frecuencia de cambio de un patrén a otro.

A partir del empleo de uno o varios de los métodos expuestos, surgen algunas conclusiones
generzles que relacionan las propiedades farmacologicas de las sustancias con los efectos residuales
que producen.

En primer lugar, se sabe que la dosis es determinante para la presencia o ausencia de efectos
residuales diumos. Prdcticamente todas las sustancias estudiadas hasta la fecha producen deterioros
en e] desempefio diumo si se suministran en dosis suficientemente altas. También se admite que
entre mas prolongada sea la accién del compuesto, ¢s mayor la probabilidad de que se observen
deterioros en el desempeiio. Finalmente, algunos datos sugieren que puede desarrollarse algin tipo
de tolerancia a tales efectos residuales (Roth et al., 1999).

A pesar de que esta tesis no tiene como objetivo principal evaluar las secuelas de los
tratamientos farmacoldgicos sobre la atencidn, y tampoco pretende ser un trabajo clinivo, enseguida
se resumen algunos de los efectos residuales que se han informado para el caso de las sustancias
estudiadas en el presente trabajo.

3. Efectos de las benzodiazepinas
Las BZ deterioran la resolucion de tareas cognoscitivas complejas que requieren una capacidad
visuoespacial y atencion sostenida, y retardan las respuestas motoras (Curran 1991; Golombok et al,,
1988). Fstas sustancias deterioran el tiempo de reaccion (TR) y la capacidad para estimar el tiempo
(ET) (Fernandez-Guardiola etal., 1972, 1975, 1978. 1981). variables sensibles a diferentes derivados
de la misma familia farmacologica (Femandez-Guardiola et al., 1984: Jurado et al., 198%a; Jurado

y Femdndez-Guardiola, 1990),
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Las dosis unicas o intermitentes de § y 10 mg. de diazepam producen pocos efectos
residuales sobre la ejecucidn motora, en comparacion con su administracién crénica (Ashton, 1994;
Gorenstein et al., 1994). En este tltimo caso, se presentan deficiencias de memoria y un deterioro
psicomotor dependientes de la dosis (Busto et al., 1994).

Sin embargo, la administracion aguda de 5 mg. de diazepam predujo somnolencia diuma asi
como deterioro psicomotor en una muestra de sujetos sanos (Suzuki et al., 1993). Asimismo, 15 mg.
de diazepam produjeron amnesia anterdgrada, deterioro psicomotor y disminucion en el estado de
alerta de sujetos voluntarios (Unrug-Neervort et al., 1992). Se obtuvieron resultados similares con
una dosis de 10 mg. aplicada a mujeres sanas (Boulenger ¢t al,, 1989). En contraste, existen
informes acerca de 1a ausencia de efectos residuales de 5 y 10 mg. de diazepam sobre ¢l tiempo de
reaccion (Bemheim y Michiels, 1973; Buela-Casal et al., 1992). Existe la sugerencia de que las BZ
no deterioran el rendimiento mas alld de 1o que normalmente producen la monotonia y el cansancio
asociados con la realizacién de las pruebas (Koelega, 1989). Entre los factores que influyen la
magnitud de los efectos residuales de las BZ, pueden mencionarse la vida media de eliminacion. el
esquema de administracién (crénica vs aguda), 1a dosis, la edad y el tipo de muestra (pacientes vs
sujetos sanos) (Ashton, 1994; Castleden et al,, 1987, Greenblatt et al., 1991; Hindmarch et al., 1990;
Morgan, 1994; Moskowitz et al., 1990: Sierra et al., 1993c¢).

4. Efectos de las ciclopirrolonas
Lrna dosis de 7.5 mg. de zopicion no produjo cfectos residuales sobre la ejecucion psicomotora a las
“ horas de su administracion (Allain et al., 1995). A la mafiana siguiente de su administracion.
produjo un deterioro mimuo (Goa y Hee!, 1986; Lader y Denney, 1933; Stutzmann et al., 19920

ningln efecto residual (Dehlin et al.. 1983; Léger et al,, 1996; Moon et al., 1990; Nicholson v Stone.



1987, O'Hanlon. 1995; Ponciano et al., 1990; Seppiild et al,, 1983; Tafti et al., 1992).

Por el contrario, algunos estudios informan la presencia de efectos colaterales diumos. Se
observd que una dosis de 7.5 mg. deteriord el tiempo de reaccion y la coordinacién éculo-manual.
efecto que desaparecio a las 6-8 horas (Szano et al., 1992) 0 a las 12 horas de la administracion del
farmaco (Billiard et al., 1987). Se encontraron efectos similares cuando se administré una dosis de
10 mg. a sujetos sanos (Broadhurst y Cushnaghan, 1987).

5. Efectos de las imidazopiridinas

El 2olpiden: en dosis de 10 y 20 mg. no produjo efectos residuales sobre la somnolencia diuma
evaluada de manera objetiva (mediante 1a prueba de latencias maltiples de suefio) o subjetiva (escala
de somnolencia de Stanford) (Lund et al., 1988, Scharf et al., 1991; Sicard et al., 1993). La mavor
parte de los estudios indican una ausencia de efectos residuales del zolpidem, en varias dosis, sobre
la ejecucion psicomotora (Allain et al,, 1995; Bensimon et al., 1990; Brunner et al., 1991; Kryger
et al., 1991; Lavoisy et al.,, 1992; Monti, 1989, Morselli et al., 1988; Roth et al,, 1995, Sicard et al.,
1993).

También existen evidencias contrarias, ya que el zolpidem deteriord la memoria a corto
largo plazo, la ejecucién psicomotora y los movimientos posturales de sujetos sanos que recibieron
una dosts de 10 mg. (Lund et al., 1988 Morselli et al., 1988: Sicard et al., 1993). En otro estudio,
el zolpidem disminuy6 de manera relacionada con la dosis (3, 10 y 20 mg.) la velocidad maxima de
los movimientos oculares sacadicos, sin que este efecto persistiera a la mafiana siguiente (Richens
etal., 1993).

Sin embargo, una revision reciente concluye que ta administracion aguda o cronica del

zolpidem (hasta 28 dias), en sujetos sanos o insomnes (10 mg. et adultos y S mg. en ancianos), ne
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produce un defecto inmediato de la memoria, ni un deterioro en la ejecucién psicomotora a la
mafana siguiente de la administracidn del fairmaco (Declerck v Bisserbe, 1995).

6. Efectos del GABOB
De nueva cuenta, como en el caso de sus efectos sobre el suefio, se desconocen los efectos residuales

del GABOB sobre la atencion, por lo que esta tesis servira para documentarlos de manera

exploratoria.
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1. Trabajo experimental
A. Planteamiento del problema

El efecto neto de los ligandos del receptor de BZ depende de la presencia de GABA en su receptor,
debido a que sélo son moduladores del proceso primario de reconocimiento o transduccion de las
sefiales intemeuronales, al actuar al nivel de los receptores GABA,, en los eventos posteriores a la
union del GABA con sus receptores, 0 en ambos (Haefely, 1988a,b,c, 1989a,b).

La mayoria de los estudios acerca de los efectos de los ligandos del GABA,/BZR sobre el
suefio, se dirigen mas a la descripcidn anecddtica de dichos efectos que a la discusidn de la manera
en que el sistema GABAérgico podria participar en el control de tal funcién. Se desconoce la
naturaleza y magnitud de las diferencias en los efectos que producen, sobre €l suefio y la atencidn,
los tratamientos con ligandos exdgenos del complejo GABA ,/BZR, como una funcién tanto de su
distinta eficacia intrinseca como de la fraccion del receptor que afectan.

Por tanto, el problema que planteamos en la presente tesis es conocer cudi ¢s la participacion
del complejo GABA,/BZR en la organizacién del sueflo, cuando se modula con diferentes ligandos
exogenos. De manera secundaria, interesa conocer cudles son los efectos residuales tempranos de
tal manipulacién sobre algunos procesos relacionados con la atencion diuma, evaluados de manera
subjetiva (autoinforme segin la Escala de Somnolencia de Stanford) y objetiva (desempeito
psicomotor en una tarea de tiempo de reaccion simple, estimacién del tiempo, expectacién v
actividad EEG espontanea).

Se ejercio una accion farmacologica sobre ¢l complejo GABA | BZR mediante el empleo de;

(a) una sustancia que modula la fraccion GABA  del receptor (GABOB):

(b) un avonista tipico del receptor de BZ (diazepam); y
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(c) dos ligandos no benzodiacepinicos que poseen una afinidad selectiva por ¢l receptor de
BZ, pero que varian en su estructura quimica (zopiclon y zo!pidem).

El término receptor de BZ, aunque incorrecto en el sentido estricto debido a que cf receptor
también muestra afinidad por compuestos no benzodiacepinicos, se mantendra a lo largo de este
trabajo por las siguientes razones:

(a) Este sitio fué inicialmente definido como el receptor de las BZ tranquilizantes tipicas (p.
¢j. ¢l diazepam);

(b) El término ha estado en uso por mas de 2 aiios;

(¢) No se ha propuesto alin una mejor alternativa.

Se ha pretendido definir a las diversas clases activas de sitios especificos de reconocimiento
de los ansioliticos e hipndtices dentro del GABA ,/BZR (BZ, imidazopiridinas, ciclopirrolonas,
pirazoloquinolinas, etc.), mediante la designacion de receptor w,, @, ¥ & . Los receptores o
corresponderian con la subunidad a y estarian asociados con el GABA,/BZR (Langer y Arbilla,
1987).

B. Objetivos

1. Objetivo principal
Analizar los efectos que tiene la modulacién diferencial del complejo GABA /BZR, mediante
ligandos exdgenos con afinidad selectiva para la fraccion GABA, o la fraccion BZ, sobre la
organizacion del sueito humano normal.

2. Objetivos especificos
Comparar las modificaciones que producen cuatro diferentes ligandos de} comiplejo GABA , BZR

(un agonista del receptor GABA . un agonista benzodiacepinico del receptor de BZ: dos agomistas
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no benzodiacepinicos del receptor de BZ, con un placebo como tratamiento testigo), sobre las
variables cuantitativas y cualitativas del suefio en la misma noche de la administracion de las

sustancias.

Comparar los efectos hipnograficos provocados por los tratamientos con relacién a las noches
de linea base y de lavado de cada sustancia con placebo (24 horas después),
3. Objetivo secundario
Describir de manera accesoria algunos efectos residuales a la mafana siguiente de estas
manipulaciones sobre el nivel subjetivo y objetivo de la atencién divma (10 horas después de la
aplicacion de las sustancias).
Describir de manera comparativa los efectos de los ligandos sobre la alerta diurna con
refacion a {a linca base y al lavado (33 horas después de su ingestidn).
C. Hipétesis
1. Hipétesis principal
La modulacion positiva del GABA ./BZR mediante ligandos exdgenos con accidn directa (agonistas
anilogos del GABA) o alostérica (moduladores agonistas benzodiacepinicos y no
benzodiacepinicos), produce modificaciones diferenciales en la organizacién cuantitativa y
cualitativa del suefio nocturno y de la atencion diurna, que dependen del sitio del receptor que se
active.
2. Hipotesis especificas
Hipotesis del grupo |
Se reficren a la comparacion de los efectos entre fas sustancias (diazepam vs zopiclon vs zolpidem

vs GABOB vs placebo), sobre cada variable en estudio durante la noche de tratamiento.
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Las hipdtesis de los efectos del zopiclon y del zolpidem sobre la fase 2 del suefio, y del efecto
del zopiclon sobre ¢l suefto delta, se enuncian de manera analitica para proponer que estas sustancias
o aumentan o disminuyen estas fases de suefio. Aunque esto no es una caracteristica de las hipdtesis
cientificas, puesto que una hipotesis analitica como la anterior siempre serd verdadera (McGuigan,
1980, la evidencia no es concluyente respecto a la direccion de los cambios en tales variables como
consecuencia del empleo de dichas sustancias, De manera que pretendemos obtener datos que
indiquen el sentide de estas relaciones, mas que comprobar si nuestra hipotesis es cierta.

En ¢l caso del GABOB, se supuso que provocaria cambios en la organizacion del suefio
semejantes a los que produce el diazepam. Por otra parte, también se desconocen sus posibles
efectos residuales sobre la atencion diuma, por lo que en esta tesis se propone explorar este particular
con base en {a hipotesis de nulidad de efectos de este compuesto para las variables de las pruebas
de atencion.

A. Variables relacionadas con la cantidad de suefto.

1: Todos los ligandos aumentan en igual proporcion el indice de eficiencia
de! suefto, en comparacion con el placebo como tratamicnto testigo inerte.

2: Todos los ligandos disminuyen en la misma magnitud la proporcion de
vigilia, en comparacion con ¢l placebo.

3: Todos los ligandos disminuyen en la misma magnitud la proporcion de
despertares nocturnos, en comparacion con ¢l placebo.

4: Todos los ligandos acortan en igual proporcién la latencia de suefo, en
comparacién con ¢l placebo.

B Variables relacionadas con fa calidad del sieno
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1: Todos los ligandos disminuyen, sin diferir entre si, a fase | del sueiv. en

comparacién con ¢l placebo.

2: El diazepam y ¢l GABOB aumentan la fase 2 del sueflo, en comparacion

con el placebo.

3. El zopiclon y el zolpidem aumentan o disminuyen la fase 2 del sucfio. en

comparacién con el placebo.

4: Los ligandos difieren entre si con relacion a sus efectos sobre la fase 2 del

suefio.

5: El diazepam y el GABOB disminuyen el suefio delta, en comparacién con
el placebo.

6: El zopiclon aumenta o disminuye el sucfio delta, en comparacion con el
placebo.

7. El zolpidem aumenta ¢} suefio delta, en comparacién con el placebo.
8: Los ligandos difieren entre si con relacion a sus efectos sobre el suefio delta.
9: Todos los ligandos disminuyen en la misma proporcién la fase MOR, en
comparacion con el placebo.
10: Todos los ligandos, sin diferir entre si, alargan la latencia del suetio MOR,
en comparacion con el placebo.
C. Variables refacionadas con fos efectos residuales tempranos sobre la atenciin
divrna.
Desempeito psicomotor. -

1. El diazepam aumenta de manera residual el tiempo de reaccién, tanto si
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la estimulacion isocrona es continua como si es discontinua, en comparacién con el zopiclon, ¢l
zolpidem, ¢l GABOB y ¢l placebo.

2: El zopiclon, el zolpidem, el GABOB y el placebo, sin diferir entre si, no
modifican de manera residual el tiempo de reaccién durante la estimulacidn isécrona continua y
discontinua.

3: El diazepam disminuye de manera residual el nivel de expectacién, en
comparzacion con el zopiclon, el zolpidem, el GABOB y el placebo.

4. El zopiclon, ef zolpidem, el GABOB y el placebo, por igual, no alteran de
manera residual el nivel de expectacion.

5. El diazepam aumenta de manera residual el numero de ausencias de
respuesta ante la estimulacién (fallas), en comparacidn con el zopiclon, el zolpidem, ¢l GABOB y
el placebo.

6: El zopiclon, el zolpidem, el GABOB Yy ¢l placebo, sin diferir entre si, no
afectan de manera residual el numero de ausencias de respuesta ante la estimulacion (fallas).

7. 1 diazepam aumenta de manera residual ¢l nimero de respuestas
anticipatorias a la estimulacién {predictivas), en comparacién con e! zopiclon, ¢l zolpidem, ¢!
GABOB y el placebo.

8: El zopiclon, el zolpidem, ¢i GABOB y el placebo, sin diferir entre si. no
afectan de manera residual el nimero de respuestas anticipatorias a la estimulacion (predictivas).

9: Bl diazepam deteriora de manera residual la capacidad para estimar el
tiempo, en conparacion con el zopiclon, ¢l zolpidem, el GABOB y ¢l placebo.

10; Elzopiclon. el zolpident, el GABOB y ¢l placebo, porigual. no deterioran



de manera restdual la estimacion del tiempo.

Actividad EEG.-

H: El diazepam produce mds signos residuales de menor activacion EEG
{menor porcentaje de bloqueos del ritmo alfa, mayor porcentaje de persistencias del ritmo alfa.
mener porcentaje de persistencias del ritto beta, mayor porcentaje de inducciones del ritmo alfa,
mayor porcentaje de desactivaciones, menor porcentaje de activaciones EEG), en comparacién con
el zopiclon, el zolpidem, ¢l GABOB y el placebo, durante las tareas de tiempo de reaccion.

12: El zopiclon, el zolpidem, el GABOB y el placebo, no difieren entre si con

relacion a la ausencia de efectos residuales sobre los signos de reactividad EEG durante las tareas

de tiempo de reaccion.
Activacion autoinformada. -

13: El diazepam disminuye de manera residual el nivel de activacion
autopercibida, segin la Escala de Somnolencia de Stanford, en comparacion con el zopiclon, el
zolpidem, el GABOB y el placebo.

14: El zopiclon, el zolpidem, el GABOB y el placebo, por igual, no
disminuyen de manera residual el nivel de activacion autopercibida, segun a Escala de Somnolencia
de Stanford.

Se refieren al analisis de cada variable entre las diferentes condiciones experimertales con cada
sustancia (linea base vs tratamiento vs lavado).
A. Variables relacionadas con la cantidad de sueflo.

1: Elindice de eficiencia del sueiio es mayor durante la noche de tratamiento
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con cada una de las sustancias, excepto ¢l placebo, en comparacion con la noche de linea base y ta
de lavado.

2: El porcentaje de vigilia disminuye durante 1a noche de tratamiento con
cada una de las sustancias, excepto ¢l placebo, en comparacion con la noche de linca base y 1a de
lavado,

3: E! nimero de despertares nocturnos es menor durante la noche de
tratamiento con cada una de las sustarnicias, excepto ¢l placebo, en comparacion con la noche de linea
base y la de favado.

4: Lalatencia de suefio es mas corta durante la noche de tratamiento con cada
una de las sustancias, excepto el placebo, en comparacion con 1a noche de linea base y la de lavado.

B. Variables relacionadas con la calidad del suefio:

1: La cantidad de fase | es menor durante la noche de tratamiento ¢on cada
una de las sustancias, excepto el placebo, en comparacién con la noche de linea base y la de lavado.

2: La proporcion de fase 2 aumenta durante la noche de tratamiento con
diazepam y con GABOB, en comparacion cen las noches de linea base ¥ de tavado respectivas.

3: La proporcién de fase 2 aumenta o disminuye durante la noche de
{ratamiento con zopiclon y zotpidem, en comparacion con las noches de linea base y de lavado
respectivis.

4: la proporcion de fase 2 ex 1gual durante las noches de linea base,
tratamiento y lavado cuando se administra el tratamiento placebo.

5: El suedo delta disminuye durante ia noche de tratamiento con diazepam

y GABOB, en comparacion con las noches de linea base v lavado respectivas.
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6: El suefio delta aumenta o disminuye durante la noche de tratamiento con

zopiclon, en comparacidn con las noches de linea base y lavado.

7: El suefio delta aumenta durante la noche de tratamiento con zolpidem, en

comparacion con las noches de linea base y lavado.

8: La cantidad del sueiio delta es igual durante las noches de linea base,
tratamiento y lavado cuando se administra ¢l tratamiento placebo.

9: La proporcion del suefio MOR disminuye durante las noches de tratamiento
con cada una de las sustancias, excepto el placebo, en comparacién con la noche de linea base y fa
de tavado.

10: La latencia del suefio MOR es mas larga durante las noches de tratamiento
con cada una de las sustancias, excepto el placebo, en comparacién con la noche de linea base y 1a
de lavado.

C. Variables relacionadas con los efectos residuales tempranos sobre la atencicn
diurna:
Desempedo psicomotor. -

1: El tratamiento con diazepam aumenta de manera residual el tiempo de
reaccidn matutino a las 10 horas de su administracion, tanto si la estimulacidn isdécrona es continua
como si es discontinua, en comparacién con la linea base y el lavado (33 horas después de la
ingestion).

2: El tratamiento con zopicion. zolptdem, GABOB o placebo no aumenta de
mancra residual el tiempo de reaccion matutino a las 10 horas de su administracion, tanto st la

estimulacion isocrona es ¢continua como si es discontinua, en comparacion con la linea base v el



iavado (33 horas después de la ingestion).

3: El nivel de expectacion disminuye de manera residual a la mafana
siguiente del tratamiento con diazepam, en comparacion con la linea base y ¢l lavado.

4: El tratamiento con zopiclon, zolpidem, GABOB o placebo no modifica de
manera residual el nivel de expectacion diuma de la linea base y tampoco difiere de 1a manana
siguiente al lavado.

5: El diazepam aumenta de rnanera residual ¢l nimero de ausencias de
respuesta ante fa estimulacion (fallas), en comparacién con la linea base y el lavado.

6: El zopiclon, el zolpidem, el GABOB y el placebo no afectan de manera
residual ¢l nimero de ausencias de respuesta ante la estimulacion (fallas)

7: El diazepam aumenta de mancra residual el numero de respuestas
anticipatorias a la estimulacién (predictivas), en comparacién con la linea base y ¢l lavado.

8: El zopiclon, el zolpidem, el GABOB y el placebo no afectan de manera
residual el nimero de respuestas predictivas, ¢n comparacion con la linea base y ¢l lavado
respectivos.

9: El diazepam deteriora de manera residual la capacidad para estimar el
tiempo, en comparacion con la linea base y el lavado.

10: El zopiclon, el zolpidem, el GABOB y ¢l placebo no deterioran de manera
residual la estimacion del tiempo, en comparacién con la linea base y el lavado respectivos,
Actividad EEG -
L1 Kl diazepam produce mas signos residuales de menor activacion EEG

(menor porcentaje de bloqueos del ritmo alfa, mayor porcentaje de persistencias del ritmo alfa.
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menor porcentaje de persistencias del ritmo beta, mayor porcentaje de inducciones del ritmo alfa.
mayor porcentaje de desactivaciones, menor porcentaje de activaciones EEG), durante las tareas de
ticnipo de reaccidn, en comparacidn con la linea base y ¢l lavado.

12: El zopiclon, el zolpidem, ¢l GABOB y el placebo no tienen efectos
residuales sobre los signos de reactividad EEG durante las tareas de tiempo de reaccidn, en
comparacion con la linea base y el lavada respectivos.

Activacidn autoinformada.-

13: El diazepam disminuye de manera residual el nivel de a¢tivacion
autopercibida, segin la Escala de Somnolencia de Stanford, en comparacion con la linea base y el
lavado.

14: El zopiclon, el zolpidem, el GABOB y el placebo no disminuyen de
manera residual el nivel de activacién autopercibida, segan la Escala de Somnolencia de Stanford,
en comparacidn con la linea base y el lavado respectivos.

D. Método

1. Sujetos

De una poblacién estudiantil universitaria, se seleccionaron mediante muestreo por juicio, 10 sujetos
de sexo masculino, de lateralidad diestra, voluntarios sanos entre 20 y 30 afios de edad. En este
intervalo de edades, el suefio del ser humano sano se encuentra ontogénicamente estabilizado (Johns,
1673; Roffwarg, et al., 1966). Se emplearon sujetos normales debido a que esto proporciona las
siguientes ventajas con respecto al uso de pacientes en este tipo de estudios:

(a) mayor uniformidad, como grupo, previo a 1a aplicacion de fos tratamientos:

(b) menor variabilidad entre noche y noche en los parametros del sueiio;

[N
P ot s
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(¢} mayor precision en las mediciones objetivas y subjetivas de los efectos directos y de

acarrco de los tratamientos;
{d) mayor disponibilidad;
(e) mayor adherencia al régimen farmacolégice (Thomnby, 1976).

Se entrevisté a los veluntarios previamente a su participacion en el estudio, y se les informé

de los objetivos generales de la investigacion, con excepciédn de la identidad de los tratamientos que

recibieron.

Los criterios de exclusién fueron los siguientes:

(a) Alteraciones de fase del ciclo sueflo-vigilia;

(b) Trastornos del suefio o de la atencién;

(¢) Zurdearia;

(d) Alteraciones cronicas de la salud (hepaticas, renales, digestivas, cardiovasculares,
neuroldgicas, psiquiatricas);

(¢) Tratamiento farmacoldgico de cualquier indole;

(f) Adiccion al tabaco;

{g) Usuarios cronicos de metilxantinas o de alcohol

(h) Renuncia o desercién del voluntario.

Se les indicd que mantuvieran constante su horario habitual de suefio.  Firmaron su
consentimiento informado escrito y al término del estudio se les gratifico econdmicamente.

2. Aparatos
Se utilizé un poligrafo Grass 78B de 8 canales para realizar la polisoninografia y la psicofisiologia

de la atencidn. Se empled un circuito cerrado de television, per Huminacion infrarroja. para el

e ————
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monitoreo conductual del sueflo y el desempeiio de los sujetos. Para la prucba de atencion. se
empled un fotoestimulador Grass PS22, con una lampara por ignicién de nedn, una llave de
telegrafista desmontable al borde de la cama, un contador universal HP 5326B, un circuito
controlador construido ad hoc y dos computadoras personales. Cuando lo desearon, los sujetos

establecieron contacto con los experimentadores a través de un intercomunicador Phillips 1014 de

doble direccién.

3. Ligandos
Los tratamientos fueron los siguientes:

(1) Diazepam (DZP), dosis minima de 10 mg. (Valium): agonista benzodiacepinico del
receptor de BZ;

(2) Zopiclon (ZCL), dosis minima de 7.5 mg. (Imovane): agenista no benzodiacepinico del
receptor de BZ (ciclopirrolona);

(3) Zolpidem (ZDM), dosis minima de 10 mg. (Cedrol): agonista no benzodiacepinico del
receptor de BZ (imidazopiridina);

(4) Acido y-amino--hidroxibutirico (GABOB), dosis minima de 500 mg. Gamibetal):
agonista del receptor GABA,;

(5) Placebo inerte (PLA): testigo.

4. Diseiio
Las sustancias se aplicaron bajo doble ciego. Se¢ notificé a los volunatios las sustancias que
recibieron al final de los experimentos, la calificacion y ¢! analisis estadistico de los datos. cnando
se reveld el cadigo. Cada bloque (sujeto) recibio 2 ligandos diferentes. de acuerdo con el siguicnte

diselo aleatorizado de bloques incompletos balanceados (cuadro Youden extendido) (Cochran y
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Cox, 1990; Kirk, 1968):

TRATAMIENTOS

SUJETOS ||l 1 2 3 4 5

| X X

2 X X

3 X X

4 X X

5 X X

6 X X

7 X X

8 X X

9 X X

10 X X

Los pardmetros de este disefio fueron:
t: nOmero de tratarmientos= 5;
k: numero de tratamientos por sujeto= 2;
A: numero de veces que cada par de tratamientos ocurren a la vez=1;
r: 1os sujetos que reciben cada tratamiento= 4.

Este disefio permitio aplicar al azar los cinco tratamientos, empleando un procedimiento de
bloqueo que no requiere ¢l uso de bloques completos y permitié controlar de manera experimental
y estadistica la variacion debida tanto a los bloques (sujetos) como a las columnas (secuencia de
tratamicnto), de modo que s¢ controlaron los posibles ¢fectos de acarreo. Como una medida

adicional de control, se incluyo una noche de lavado con placebo despues de cada noche de



tratamiento; ¢sto permitid, ademas, contrastar a cada tratamiento tanto con !a linea base como con

la condicion de lavado.

5. Procedimiento

El periodo experimental abarc6 6 noches consecutivas por cada sujeto, como sigue:

a. Secuencia general

Noche 1 Noche 2 Noche 3 Noche 4 Noche 5 Noche 6
Habituacidn | Linea Base Primer Lavado del Segundo Lavado del
tratamiento primer tratamiento segundo
tratamiento tratamiento
{placebo) (placebo)
1 DzZp ZCL
2 ZCL PLA
3 ZDM GABOB
4 GABOB DZP
5 PLA ZDM
6 DZpP ZDM
7 ZCL GABOB
8 ZDM ZCL
9 GABOB PLA
10 PLA DZP

Se realizaron 6 registros polisomnograficos consecutivos de toda la noche (de 2230 a 0630
h.), y pruebas de atencion a la maflana siguiente de cada uno de ellos (de 0715 a 0815 h.), por sujeto,
dentro de una camara sonoamortiguada y aislada eléctricamente, La primera noche del experimento
sirvi para habituar a los sujetos a las condiciones experimentales, y para adiestrarlos en la pruchus

de 1a atencion. En la segunda noche se obtuvieron los valores iniciales de cada sujeto en cada una
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de las variables. A partir de la tercera noche inicié la secuencia de tratamientos correspondiente, de
acuerdo al diseﬁo, hasta completar los experimentos respectivos.
b. Registros polisomnogrificos

Los sujetos se presentaron al laboratorio a las 2100 h. Siguiendo los estindares internacionales
(Rechtschaffen y Kales, 1968), se les colocaron electrodos de superficie para el registro EEG en las
derivaciones C,/O, C/0, C/A,y O /O ,(Jasper, 1958). Se registré la actividad oculomotora (EOG)
de ambos ojos, mediante electrodos colocados en el borde superior extemo de una cuenca ocular,
y en el borde inferior externo de la otra, con referencia comiin en la apéfisis mastoidea. Se registrd
la actividad eléctrica (EMG) de los misculos del mentdn, y la frecuencia cardiaca (EKG) a través
de una derivacion tordcica unipolar.

Los tratamientos, o el placebo en su caso, se administraron a las 2200 h., media hora antes
de iniciar el registro noctumo. Los registros polisomnograficos iniciaron a las 2230 h. (Yights-off)
y terminaron a las 0630 h. (/ights-on) del dia siguiente (tiempo total de registro= 8 h.).

¢. Prueba psicofisiolégica de la atencién
Esta es una variante basada en la prueba descrita en trabajos previos de nuestro grupo (Fanjul-Moles
et al., 1979; Fernindez-Guardiola et al., 1965, 1968, 1971, 1972, 1975, 1978, 1981, 1983, 1984;
Jurado et al., 1989ab; Jurado y Feméndez-Guardiola, 1990). Al témmino de cada registro
polisomnogréfico, se encendieron las luces dentro de la cimara de suefio y se desperto a los sujetos
(si no despertaron de manera espontdnea); permanccicron acostados boca arriba {deciibito supino},
quictos y con los parpados cerrados dentro de la camara. Se colocd una lampara a 30 cm. frente a
su cara y una ltave de telegrafista en el borde de la cama v al alcance de su mano derecha v se

volvieron a apagar las luces dentro de la camara. Se obtuvieron registros poligraficos de las
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derivaciones C3/A1,A2 y O1/02 del EEG, una del EQG, ¢l EKG, y se colocé un acelerdmetro en

¢l antebrazo derecho (EMG). Se destinaron dos canales para registrar en ¢! poligrafo ¢! momento
de la presentacién de los estimulos en la lampara y de las respuestas sobre la palanca,
respectivamente.

El inicio de la prueba se anunci6 a los sujetos, previamente instruidos, mediante una rapida
secuencia de estimulos fdticos (tren). La tarea de los sujetos consistio ¢n oprimir el botdn de la Bave
de telegrafista lo mds rdpido posible, ante la presentacidn reiterada de los estirnulos féticos aislados
que percibieron durante ¢l periodo posterior al tren de luces. La latencia de la respuesta (tiempo de
reaccidn), se midid electrdnicamente. Los sujetos no tuvieron conocimiento previo del intervalo
interestimulos (IIE=10s.). En esta parte de 1a prueba se presentaron 61 estimulos y durd cerca de
10 min. (estimulacion isécrona continua). Después, otro tren de luces sefialé a los sujetos ¢l término
de esta parte y les indic6 al mismo tiempo que ya no se presentarian los estimulos. A partir de aqui,
su tarea consistié en oprimir la llave de telegrafista para reproducic el intervalo que ellos
consideraron transcurid entre los estimulos; tales reproducciones también se midieron
clectrénicamente (estimacidn del tiempo). Esta parte durd 2 min. Una tercera secuencia de luces
indicé a los sujetos ¢l término de este segmento y la reaparicion de los estimulos aislados, ante ios
cuales debieron responder nuevamente. Durante este periodo, se mezcl6 la estimulacién isdcrona
con estimulos que no respetaron el intervalo de 10 s. (estimulos estocasticos, cuyo IIE abarco
incrementos aleatorios de 0.5 s., desde 1 hasta 9.5 s.). Después de la aparicion de un estimulo
estocastico, se restablecid el intervalo fijo de 10 s.. hasta que ocurié otro de tales estimulos
inesperados, y asi sucesivamente (estimulacidn isocrona discontinua). Los sujetos desconociai el

momento de 1a insercion de tales estimulos, que sirvieron para evaluar el nivel de expectacion
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(definida mas adelante, junto con las dernds variables dependientes). Esta parte final de la prueba
durd cerca de 27 min. y se aplicaron 133 estimulos a intervalos regulares de 10 s. mas 36 estimulos
estocasticos (2 para cada incremento de 0.5 s., desde 1 hasta 9.5 s.), para totalizar 169 estimulos.
Un cuarto y dltimo tren de luces (mis largo que los anteriores), indic el término de la prueba
(duracidn total= 39 min.} y se encendieron las luces dentro de ta camara.

El programa de estimulacién mencionado (escrito en Turbo Pascal 5.0), fue desarrollado en
nuestro laboratorio; las pruebas de atencidn se controlaron por computadora, con la intencién de
uniformar los experimentos.

Los estimulos fueron supraumbral, con las siguientes caracteristicas:

(a) n.- 230;

(b) modalidad.- visuales (destellos luminosos);

(c) duracidén.- 10 ps;

(d) intensidad.- 0.0015 lumen-s/fcm?,

Todos los estimulos fueron relevantes para los sujetos, de modo que debieron responder a
cada uno de ellos, sin importar si respetaron o no ¢l intervalo de 10 s. Esta tarea no puede
clasificarse como una tarea de vigilancia, ya que en éstas se requiere que los sujetos respondan sélo
a una sefial, cuya probabilidad de ocurrencia es baja, que ¢5td mezclada con otro estimulo irrelevante
de alta probabilidad, ante el cual no debe emitirse la respuesta (Van Leeuwen et al,, 1995). Enuna
tarea de vigilancia, existen 4 posibles eventos conductuales: rechazos correctos (ausencia de
respuestas motoras ante el estimulo irrelevante). “hits” (respuesias motoras correctas al estimulo
relevante), falsas alarmas (respuestas motoras aute [a ausencia del estimulo relevante) y fallas

(ausencia de respuestas motoras ante el estimuto relevante) (Engen, 1971). Nuestra prueba no
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permite cvaluar los rechazos correctos, ya que no incluye un estimulo irrelevante con ala
probabilidad de ocurrencia. Sélo se obtienen los tiempos de reaccion ("hits™), las respuestas
predictivas (falsas alarmas) y [as fallas, asi como la reproduccién de intervalos temporales, definidas
més adelante junto con las otras variables dependientes.

d. Evaluacién de [a activacién autoinformada
Por ultimo, se sac a los sujetos de la cdmara de suefio y se les pidi6 seiialar en la Escala de

Somnolencia de Stanford su nivel de activacién, conforme a la descripeioén que mejor correspondid

con su estado en ese momento.

6. Anilisis de los datos

a. Variables polisomnogrificas
Los registros polisomnogrificos se valoraron visualmente por cuatro jueces de manera
independiente, mediante los criterios internacionales (Rechtschaffen y Kales, 1968). La
confiabilidad fue mayor al 90 % en todos los casos, y en aquellos registros donde no se alcanzd este
grado de acuerdo, se analizaron los desacuerdos entre los cuatro jueces hasta lograr un consenso para
calificar las fases en cuestién. Enseguida se enlistan las mediciones realizadas.
1) Variables cuantitativas

- Eficiencia porcentual de suetfio (tiempo total de suefio/tiempo total de registro)

- Porcentaje de vigilia (tiempo total de vigilia/tiempo total de suefio)

- Porcentaje de episodios de vigilia (nimero de despertares noctumos/nimero total de
episodios de sueilo)

- Latencia de suefio



2} Variables cualitativas

- Porcentaje de fase | de suefio

- Porcentaje de episodios de fase 1 de suefio

- Porcentaje de fase 2 de suefio

- Porcentaje de episodios de fase 2 de suefio

- Porcentaje de suefio delta

- Porcentaje de episodios de suefio delta

- Porcentaje de sueiioc MOR

- Porcentaje de episodios de sueﬂ:a MOR

- Latencia de suedio MOR

El porcentaje de una fase se calificd como el tiempo relativo de cada fase respecto al tiempo
total de sueilo, mientras que el porcentaje de episodios de una fase se cuantificod como el numero
relativo de ocasiones que se observd cada fase respecto al niimero total de episodios de suefio.

b. Variables de la prueba de atencién
Se midid el desempeiio psicomotor durante la prueba (tiempo de reaccidn y estimacidn del tiempo)
y el patrén EEG occipital durante {a misma.
1) Desempefio psicomotor

- Tiempo de reaccion simple ante la estimulacién fética isécrona continua (TRIC)

- Tiempo de reaccion simple ante la estimulacién fética iséerona discontinua (TRID)

- Promedio del tiempo de reaccidn ante la estimulacion estocastica (nivel de expectacion)

- Errores de atencion:

Porcentaje de faltas de respuesta a los estimulos (fallas)

At o o Bt b T T ST R
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Porcentaje de respuestas anticipatorias a los estimulos {predictivas)
- Reproduccién de intervalos temporales aprendidos (estimacién del tiempo)
2) Patrones EEG

Como primer paso, [a actividad eléctrica cerebral durante la prueba de atencidn se analizé de manera
visual, de acuerdo con las diferentes combinaciones de ritmos o patrones EEG (PEEG) dentro del
intervalo interestimulos, en la derivacién O,-O, (Femndndez-Guardiola et al.,, 1965, 1968, 1971;
Fanjul-Moles et al,, 1979). Tales PEEG abarcaron desde 1a maxima desincronizacién (PEEG I} hasta
1a méxima desactivacién (PEEG IX):

- .- ritmo beta permanente durante un intervalo interestimulos de 10 segundos;

- I1.- ritmo beta dentro del segundo posterior al estimulo que marca el inicio de un intervalo,
ritmo alfa "consumatorio” en ¢l segmento central del intervalo y de nuevo ritmo beta "preparatorio”
dentro del segundo previo al otro estimulo que delimita ¢l intervalo;

- [II.- ritmo beta en los primeros 8 segundos del intervalo y alfa en los 2 Gltimos;

- IV - ritmo beta en los primeros 2 segundos del intervalo y alfa en los 8 dltimos;

- V.- ritmo alfa dentro del primer segundo post-estimulo, ritmo beta en ¢l segmento central
y de nuevo ritmo alfa dentro del segundo previo al siguiente estimulo;

- VL- ritmo alfa dentro de al menos la primera mitad del intervalo y beta dentro de la segunda
mitad,;

- V11.- ritmo alfa post-cstimulo, ritmo beta en el segmento central y ritmo theta dentro de los
2 segundos previos al siguiente estimulo;

- VIIL- ritmo alfa permanente durante un intervalo interestimulos de 10 segundos;

- IX - desaparicién permanente del ritmo alfa durante el intervalo interestimulos de 10,

R ——— P SRR
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Estos patrones se ilustran en la figura 1.

PATRONES EEG

8T = _I:oopv
—

Figura 1. Clasificacidn de las ondas EEG de la derivacién O,-O, en patrones, de acuerdo con la
combinacidn de ritmos EEG durante el intervalo interestimulos fijo (10 5.}, al realizar 1a tarea de

reaccién visomotora simple. R=respuesta motora, ST= estimulacidn fética.

Enseguida, la progresién de los PEEG se analizd mediante matrices de probabilidad de
transicion (tabla 1), en las cuales se contd la frecuencia de cambio de un patrén a otro (transiciones

EEG, tEEG), delimitados por el intervalo interestimulos.
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Tabla 1. Matriz de probabilidad de transicién de los PEEG. En la primera fila

y en la primera columna se indican los nueve patrones. Dentro Jde las celdas se

muestra la transicion EEG (tEEG), desde un PEEG a otro (ver el texto enseguida
de 1a tabla).

1 Il I Iv vV vl | vII | VIlI
I Pp Pp Pp Pp 1 1 I |
11 PR P Pp Pp 1 1 1 1

111 B B B B Pa Pa Pa Pa

v B B B B Pa Pa Pa Pa

v B B B B Pa Pa Pa Pa
PR PB Pp P 1 1 1 [
vil B B B B 1 1 1 I
VIII B B B B Pa Pa Pa Pa
X A A A A I 1 1 1

vlololjo|o|o|olo|o |%

Por ttlimo, en experimentos anteriores se observd que el EEG inmediatamente antes y
después de la presentacion del estimulo se relaciona con el tiempo de reaccion (Luna-Villegas y
Ferndndez-Guardiola, 1991). Considerando la rapida fluctuacion que muestra ¢l EEG segundo a
segundo (Groll, 1966), se analizé la actividad eléctrica en patrones de muy corta duracién a partir
de un segundo antes hasta un segundo después de la estimulacion (intervalo peri-evento). LastEEG
se definieron en los siguientes grupos:

- Blogueo del ritmo alfa, o alfa reactivo a la estimulacién (B): desaparicidn del ritmo alfa
en repucesta a los estimulos;

- Persistencia del ritmo alfa (Pa): presencia del ritmo alfa durante todo el intenvalo

peti-evento;

p——————EE

e



76

- Persistencia del ritmo beta (PB): desincronizacion durante todo el intervalo peri-evento;
- Induccion del ritmo alfa (I): alfa paradéjice provocado por los estimulos;
- Desactivacién EEG (D): cualquier transicién hacia el PEEG IX:

- Activacién EEG (A): cualquier transicién desde el PEEG IX pre-estimulo hacia ¢l ritmo

beta post-estimulo.

Las caracteristicas poligrdficas de estas transiciones peri-estimulo se muestran en la figura

F
4 > 4 = = | o
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Figura 2. Clasificacién de las transiciones EEG. A.- Bloqueo de alfa o alfa reactivo (B en la tabla
1); B.- Persistencia de alfa (Pa); C.- Persistencia de beta (PP); D.- Alfa paradgjico o Induccion de
alfa (I en la tabla); E.- Desactivacion (D en la tabla); F - Activacion (A en latabla 1). Canal 1: E.EG
occipital; canal 2: electrocardiograma; canal 3: electromiograma del anteblrazo: E: estimulo féllc.o:
TR: tiempo de reaccion (mseg.) o F, falla; FC: frecuencia cardiaca; IRR: intervalo R-R promedio.




77

3) Activacién autoinformada

- Puntuaciones de la Escala de Somnolencia de Stanford

7. Andlisis estadistico
Debido a que el diseflo para asignar los tratamientos permite formar 5 grupos semi-independientes
entre si (bloques incompletos), y a que se obtuvieron dos medidas adicionales a cada uno de elios
que permite formar bloques completos (linea base y lavado), se implementaron dos estrategias de
andlisis para cada una de esta variantes.

Los efectos de los tratamientos sobre cada una de las variables se evaluaron con el anilisis
de la varianza de bloques incompletos del subprograma 4V del paquete estadistico BMDP. Del
analisis se extrajeron tres efectos: ¢l de los tratamientos, el de los blogues (sujetos) y el de orden de
aplicacién de los tratamientos (ligando 1 y ligando 2) (Edwards, 1972).

Al hacer estas comparaciones, las medias obtenidas de los tratamientos se ajustaron a la
variable bloque (medias ajustadas), para que las diferencias entre sujetos no se confundieran con las
diferencias debidas a los tratamientos (Kirk, 1968). Cuando se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (a= 0.05), se realizaron comparaciones muiltiples post hoc entre los
tratamientos, de acuerdo con el estadigrafo W de Duncan.

Por otra parte, se compararon de manera separada los efectos de cada tratamiento con
relacion a la linea base y ¢l lavado respectivos, mediante cl andlisis de la varianza de dos
clasificaciones por rangos de Friedman, del subprograma 38 del paquete estadistico BMDP.

Los PEEG se obtuvieron por sujeto bajo cada una de las condiciones experimentales (Linea
Base, Tratamiento y Lavado) con cada sustancia (Diazepam, Zopiclon, Zolpidem, GABOB.

Placebo). La cantidad de transiciones EEG (tEEG) por sujeto se obtuvo como sigue:
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tEEG = no. de estimulos - 2

Esto fue asi porque en el primero y en el Gltimo estimulo de cada ensayo no existio la
respectiva actividad EEG previa y posterior a ellos. Este nimero fue diferente cuando la
estimulacion isécrona fue continua que cuando fue discontinua, debido a que el nimero de estimulos
no fue la misma para ambos ensayos, como se describié anteriormente. Ademas, se eliminaron
aquellos segmentos de sefial EEG contaminados con ruido, casi siempre provocado por los artefactos
de movimiento relacionados con la respuesta motora ante los estimulos. Se aplicé la prueba de chi
cuadrada de manera preliminar al andlisis de la varianza, sélo con el fin de garantizar que no
existieron diferencias en la cantidad de tEEG evaluadas en cada condicién, como finalmente ocurrié.

E. Resultades
A continuacidn se describen los hallazgos de la presente tesis. Se describen los resultados para todas
las variables, pero solo se representan de manera grfica los resultados estadisticamente
significativos.

1. Cambios hipnograficos
a, Cantidad de sueiio

Ninguno de los tratamientos tuvo efectos sobre la eficiencia de sueiio, el porcentaje de vigilia, la
propercién de despertares nocturnos o la latencia de suefio. cuando se compararon entre si. Sélo se
observé un resultado cercano al significado estadistico (F= 3.71. p= 0.09): el diazepam disminuyo
la latencia de sueiio mientras que el zopiclon ta aumentd.

Por otra parte, se encontraron resultados significativos ¢t este grupo de variables solo al
comparar cada noche de tratamiento con su respectiva linea base ¥ favado. El zopiclon tue ¢l tinico

ligando activo que afectd la eficiencia de suedo ("= 6.5, p < 0.05). al aumentarla durante 1a noche
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de tratamiento con relacidn a la linea base (W= 2.47, p < 0.01). El tratamiento con placebo también

aumentd la eficiencia de suefio (x’= 6.5, p< 0.05), en comparacién con la noche de lavado (W= 2.47,

p < 0.01; figura 3).

EFICIENCIA DE SUERO
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Figura 3. Aumento en la eficiencia de sueflo con zopiclon
(ZCL) y placebo (PLA). La escala no comienza en cero para
facilitar la inspeccion visual. * p < 0.01 vs Linea Base (LB); **
p < 0.01 vs Lavado (LAV).
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El aumento producido en la eficiencia de suefio por ¢l tratamiento con zopiclon y placebo se
acompaiié de sendas reducciones en el porcentaje de vigilia (x*= 6.5 y 6.1, respectivamente,
p<0.05). De nuevo, la diferencia fue significativa entre la noche de tratamiento y la de linea base,

para el caso del zopiclon (W=2.47, p < 0.01), y entre la noche de tratamiento y la de lavado, para

el caso del placebo (W= 2.30, p < 0.05; figura 4).

VIGILIA
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Figura 4. Disminucién en ¢l porcentaje de vigilia durante la
noche de tratamiento con zopiclon {** p <0.01 vs LB) y con
placebo (* p < 0.05 vs LAV).
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Ademas, la reduccién de la cantidad de vigilia observada bajo el tratamiento con placebo

abarcé también el porcentaje de episodios de vigilia (x*,= 6.0, p < 0.05), hasta la noche de lavado

inclusive (W= 2.12, p < 0.05), en comparacién con la linea base (figura 5).

EPISODIOS DE VIGILIA
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Figura 5. El porcentaje de los episodios de vigilia disminuy6 de manera progresiva en
¢l grupo que recibié placebo (PLA). Durante la noche de lavado (LAV) también se
administrd un placebo. * p <0.05 vs Linea Base (LB)

De manera semejante, mientras que los ligandos no produjeron ningin efecto sobre la
latencia de sueio, se encontrd un incremento en esta variable durante la noche de lavado del placebo.

respecto a la linea base y al tratamiento (x’= 6.5, p < 0.05; W=2.47, p < 0.01; figura 6).
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LATENCIA DE SUERNO
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Figura 6. Incremento en la Jatencia de sueilo durante la noche de lavado (LAV) del
placebo (PLA). * p < 0.05 vs Linea Base (LB) y Tratamiento (PLA)

b. Calidad del suefio
El diazepam y ¢l zopiclon fueron los Unicos ligandos que disminuyeron la fase 1 de suefio (F= 6.73,
p= 0.03), sin diferir entre si. La disminucién producida por el diazepam sdlo difirié estadisticamente
de! tratamiento con GABOB (W= 1.56, p < 0.05), mientras que la disminucidn producida por el
zopiclon fue diferente estadisticamente del tratamiento con zolpidem (W= 1.49, p < 0.05), GABOB

(W= 1.55, p < 0.05) y placebo (W= 1.56, p < 0.05; figura 7).
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Figura 7. El tratamiento con diazepam (DZP) y con zopiclon (ZCL), disminuyd el
porcentaje de la fase 1. * p < 0.05 vs GABOB (GAB); ** p < 0.01 vs zolpidem (ZDM),
GAB y placebo (PLA)

La disminucién de la fase 1 provocada por ¢l tratamiento con 2opiclon se manticne respecto
a la comparacién con la linea base y el lavado respectivos (x*= 6.5, p < 0.05). con signiticado
estadistico en relacién al lavado (W= 2.47, p < 0.01). En este grupo de comparaciones, se observo
que el tratamiento con zolpidem también disminuyé el porcentaje de la fase 1 con relacion a la linea
base y ¢l lavado (3°,= 6.5, p < 0.05), de manera significativa con respecto al lavado (W 2 47

p<0.01; figura 8).
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Figura 8. Disminucidn de la fase 1 durante ¢l tratamiento con
zopiclon (ZCL) y zolpidem (ZDM). * p < 0.01 vs LAV

No se observaron efectos significativos sobre la cantidad relativa de fase 2 del sueiio al
comparar los tratamizntos entre si ni al comparar las noches de linea base. tratamiento y lavado de

cada sustancia. Solo se encontraron diferencias significativas en la proporcién de episodios de esta
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fase durante la noche de tratamiento con las sustancias (F= 8.58, p= 0.01} y al comparar las noches

de linca base, tratamiento y lavado de cada sustancia (3’ = 6.5, p < 0.05).

Los 3 ligandos del receptor de BZ aumentaron el porcentaje de episodios de fase 2, mientras
que ¢l GABOB lo disminuyé ligeramente con respecto al placebo. Sin embargo, sélo resulto de
importancia estadistica ¢l aumento del porcentaje de episodios de la fase 2 provocado por el zopiclon
cuando se compard con el GABOB (W= 3.48, p= 0.05) y con ¢l placebo (W= 3.41, p= 0.05; figura

9).
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Figura 9. El porcentaje de episodios de fase 2 tiende a aumentar con DZP, ZCL y ZDM
(agonistas de! receptor de BZ) y a disminuir con GABOB (agonista del receptor
GABAA). Sélo fue significativo el aumento producido con ZCL. * p<0.05 vs GAB ¥
PLA
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Al comparar a cada tratamiento con la linea base y el lavado, el aumento provocado por el

zopiclon sobre el porcentaje de episodios de fase 2 resultd estadisticamente significativo con relacién

ala linea base y ¢l lavado (%°= 6.5, p < 0.05; W=2.47, p= 0.01). Esta variable disminuy¢ durante

la noche de lavado del zolpidem con relacidn a la linea base respectiva (W= 247, p= 0.01; figura

10).
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Figura 10. El zopiclon aumentd el porcentaje de episodios de
fase 2 respecto a su linea base (LB) y lavado (LAV) (* p=0.01).
Esta variable disminuy6 durante ¢l lavado del zolpidem (ZDM)
respecto a la LB respectiva (** p=0.01).
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Respecto al sueilo delta, el tratamiento con zopiclon fue el émico que produjo un aumento
significativo en el porcentaje de episodios de esta fase (x*= 6.0, p <0.05), en comparacién con la

linea base y el lavado (W= 2.12, p < 0.01; figura 11).
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Figura 11. El tratamiento con zopiclon (ZCL) aumenté el porcentaje de episodios de
sueiio delta, respecto a la linea base (LB) y al lavado (LAV). **p < 0.01

El porcentaje de suefio MOR disminuyé con todos los ligandos, excepto el diazepam, al
compararlos con ¢l placebe. Sin embargo, sdlo resultaron estadisticamente significativas (F= 4.71,
p < 0.05) las diferencias entre el tratamiento con zopiclon y diazepam (W= 5.58. p < 0.05) y entre
el zopiclon y el placebo (W= 5.49, p < 0.05). Las diferencias entre ¢l zolpidem y el GABOB con

respecto al diazepam y al placebo no alcanzaron significado estadistico (figura 12).
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Figura 12. El tratamiento con zopiclon (ZCL) disminuyé e} porcentaje de sueiio MOR

respecto al diazepam (DZP) y al placebo (PLA). La disminucién con zolpidem (ZDM) y
GABOB (GAB) no alcanzd significado estadistico, * p < 0.05

Sélo se observé un aumento significativo en la latencia del sueiic MOR (¥’ = 6.5, p < 0.05)

al comparat la noche de linea base con la de lavado del zolpidem (W=2.47, p < 0.01; figura 13).
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LATENCIA DEL SUENO MOR
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Figura 13. La latencia del suefio MOR se prolongé 1a noche de tratamiento con
zolpidem (ZDM). Solo fue significativamente mas larga hasta la noche de lavado
(LAV), respecto a la linea base (LB). * p < 0.01

MINUTOS

2. Efectos residuales tempranos sobre la atencién diurna
8. Desempefio psicomotor
Ninguno de los tratamientos afectd el tiempo de reaccidn, el nivel medio de expectacién, ¢l nimero
de fallas o la estimacién del tiempo, ni comparados entre si ni cuando se contrastaron de manera
individual con la linea base y el lavado.
La (inica variable en que se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos fue ¢l porcentaje de respuestas predictivas (F= 18.88, p= 0.003). El zopiclon v el

GABOB, sin diferir entre si, produjeron una proporcion significativamente menor de este tipo de

e Rt -l oy Pomf g T b e R T = [



respuestas, en comparacion con los otros tratamientos (figura 14).

2.4 RESPUESTAS PREDICTIVAS
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Figura 14. El zopiclon (ZCL) y el GABOB (GAB) disminuyeron de manera residual el
porcentaje de respuestas predictivas (anticipaciones al estimulo), durante la prucba de
atencidn diuma, respecto a los demas tratamientos. * p < 0.01

Cuando se compard cada tratamiento con Ja linea base y ¢l lavado, se encontraron diferencias
significativas ¢n el tiempo de reaccion a la estimulacién isécrona continua sélo con el GABOB
(x3,=6.5, p < 0.05). Esta variable disminuyé durante la prueba de atencién diuma a la mafiana

siguiente del tratamiento, con respecto a la linea base (W= 2.47, p < 0.01; figura 15).
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Figura 15. Mejoria del tiempo de reaccién a la estimulacién isécrona continua durante ¢l
tratamiento con GABOB. ** p< 0.0l vs LB

Por Gltimo, ¢! valor promedio de la estimacidn del tiempo incrementd durante la mafiana

siguiente al tratamiento con placebo, en comparacién con la linca base (W= 2.47, p < 0.01; figura

16).
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12 ESTIMACION DEL TIEMPO

*e

SEGUNDOS

Figura 16. Aumento en la duracién de los intervalos reproducidos bajo el efecto del
placebo. La linea horizontal indica ¢l intervalo de 10 seg. a reproducir, ** p <0.01 vs
LB

b. Patrones EEG
E! diazepam no redujo la activacién EEG, ni cuando se comparé con los otros tratamientos nii cuando
se compard con la linea base y ¢l lavado. Por su parte, ¢l zopiclon, el zolpidem, ¢l GABOB y ¢!
placebo no modificaron de manera residual los signos de reactividad EEG cuando s¢ compararon
entre si.
Existieron diferencias estadisticamente significativas en los efectos del zolpidem sobre las
tEEG durante las pruebas matutinas, al considerarlo como su propio control(x?= 6.0, p < 0.05). El

porcentaje de bloqueos de! ritmo alfa disminuy6 a la mafiana siguiente del tratamiento con zolpidem,
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12 ESTIMACION DEL TIEMPO
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Figura 16. Aumento en la duracién de los intervalos reproducidos bajo el efecto del

placebo. La linea horizontal indica e! intervalo de 10 seg. a reproducir. ** p <0.01 vs
LB

b. Patrones EEG
El diazepam no redujo la activacién EEG, ni cuando se compard con 1os otros tratamientos ni cuando
s¢ compard con la linea base y el lavado. Por su parte, el zopiclon, ¢l zolpidem, el GABOB y el
placebo no modificaron de manera residual los signos de reactividad EEG cuando se compararon
entre si.
Existieron diferencias estadisticamente significativas en los efectos del zolpidem sobre las
tEEG durante las pruebas matutinas, al considerarlo como su propio control(x’,= 6.0, p < 0.05). El

porcentaje de bloqueos del ritmo alfa disminuyd a la manana siguiente del tratamiento con zolpidem,
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con respecto a las mafianas de linea base y de lavado (W= 2,12, p < 0.05). Se observaron similares

reducciones significativas en ¢l porcentaje de bloqueos del ritmo alfa cuando se analizaron al
GABOB (*= 6.1, p < 0.05) y al placebo (x*=6.5, p < 0.05). Alcanzaron significado estadistico las
diferencias entre el tratamiento y el lavado del GABOB respecto a [a linea base (W= 2.30, p < 0.05),
y entre el lavado del placebo y la linea base respectiva (W= 2.65, p < 0.01). En el caso del placebo,

se observo una tendencia decreciente del bloqueo del ritmo alfa conforme se repiticron las pruebas

diumnas, semejantes a un efecto de habituacion (figura 17).
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Figura 17. Efectos del tratamiento con zolpidem (ZDM),
GABOB (GAB) y placebo (PLA) sobre el porcentaje de
bloqueos de alfa durante la prueba de atencion. * p <0.05 vs
LBYLAV**p<00SvsLB***p<0.0]vsLB
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Por iiltimo, también se observé un aumento significativo en ¢l porcentaje de inducciones del

ritmo alfa al comparar las tEEG diumas de [a linea base, ¢! tratamiento y ¢l lavado del GABOB (3°,=

6.1, p < 0.05). Se observé un incremento en ¢l porcentaje de inducciones del ritmo alfa a la maiiana

siguiente del tratamiento con GABOB y el lavado, inclusive, en comparacion con [a linea base (W=

2.30, p < 0.05; figura {8).
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Figura 18. Aumento en el porcentaje de inducciones de ritmo alfa durante la prueba de
atencién, en el grupo que recibié GABOB (GAB). * p<0.05vs LB

c. Activacién auteinformada

En ningin caso se encontrd un aumento residual en la Escala de Somnolencia de Stanford posterior

al tratamiento con cualquiera de las sustancias.
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F. Discusién
1. Cambios hipnogrificos
a. Cantidad de sueiio

Los datos no apoyan las hipdtesis planteadas respecto a los efectos de las sustancias sobre la
eficiencia de suefio, el porcentaje de vigilia, 1a proporcién de despertares nocturmnos o la latencia de
suefio, al comparar los tratamientos entre si (hipétesis 1.A.1-4), de modo que los ligandos no
afectaron los indices cuantitativos del suefio, en comparacion con el placebo. Nuestros resultados
difieren en este sentido de trabajos semejantes donde se demuestra un aumento ¢n {a cantidad de
suefio posterior al empleo de estas sustancias, cuando se empled también un placebo como testigo
(Allain et al., 1995; Billiard et al., 1987; Chambers et al., 1978; Fawcett y Kravitz, 1982; Ferrillo et
al., 1984; Gaillard, 1984; Herrmann et al., 1988, 1991; Johns, 1975; Jovanovic y Dreyfus, 1983,
Kales et al., 1988; Kanno et al., 1993; Lavoisy et al., 1992; Lund ¢t al., 1988; Monti et al., 1994,
Moon et at., 1990; Merlotti et al., 1989; Mizuki et al., 1988; Nicholson et al., 1976; Nicholson y
Pascoe, 1986; Nicholson y Stone, 1983, 1987; Oswald y Adam, 1988; Posadas y Rojas, 1984; Roth
etal., 1995; Seidel et al., 1985; Scharf et al., 1994; Stutzmann et al., 1992; Subhan et al., 1986, Tafti
et al., 1992; Trachsel et al., 1990, Walsh et al., 1990; Wheatley et al., 1989).

Por otro lado, los datos de nuestro trabajo coinciden con aquellos en donde se concluye que
las BZ. las ciclopirrolonas y las imidazopiridinas tienen efectos similares sobre el inicio y el
mantenimiento del suefio (Balkin et al., 1992; Cluydts et al., 1995; Declerck et al., 1992; Monti et
al.. 1994; Rosenberg y Ahlstrom, 1994). En cuanto al GABOB, puede poscer un potencial hipndtico.
ya que sus efectos sobre estas variables no difieren de los producidos por los otros tratamicntos.

aunque hace falta trabajo experimental que resuelva de manera especifica esta cuestion.
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En cuanto a las hipotesis sobre los pardmetros cuantitativos del suefio al considerar a cada
RIupo como sut propio control, los datos tampoco apoyan la suposicién de que todas las sustancias,
excepto el placebo, mejoran la eficiencia del suefio al comparar las noches de tratamiento con las de
linea base y lavado (hipdtesis I1.A.1), ya que sélo el zopiclon y el placebo aumentan este indice. En
cormrespondencia, tampeco se sostiene que el porcentaje de vigilia disminuye durante 1a noche de
tratamiento con las drogas -excepto el placebo- al compararlas con la linea base y el lavado
(hipotesis I1.A.2), ya que de nuevo sélo disminuye con el zopiclon y con el placebo.

Otra hipdtesis del grupo I que no se confirma en ningin sentido, es la relacionada con los
despertares nocturnos (hipétesis [1.A.3), en vista de que, por un lado, ningdn ligando disminuye esta
variable con relacidn a la {inea base y al lavado y, por el otro, se observa una significativa tendencia
decreciente en los episodios de vigilia sélo con el tratamiento placebo.

Los resultados también fueron incompatibles con la hipétesis acerca de los efectos sobre 12
latencia de suefio (hipétesis I1.A.4), al no resultar afectada por ningn ligando y observarse un
aumento en esta variable sélo durante ¢l lavado del placebo.

En resumen, ¢l zopiclon fue ¢l dnico ligando activo que tuvo efectos sobre la cantidad
de suefio, de acuerdo con el aumento observado en ¢l indice de eficiencia del suefio y con la
disminucién del porcentaje de vigilia, al comparario con la linea base y el lavado respeciivos.
Por otra parte, el tratamiento placebo aumentd la eficiencia de suefio y produjo una menor
proporcién de vigilia y de despertares nocturnos, aunque durante la noche de su lavado se
observé un aparente "insomnio de rebote™.

Para explicar nuestros resultados, debe considerarse que quiza a administracion tnica de las

dosis mas bajas de las sustancias que afectan el GABA /BZR como s¢ hizo en el presente trabajo,
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¢s insuficiente para mejorar las variables cuantitativas del suefio en una muestra de voluntarios
sanos, cuyo perfil hipnografico es dptimo. Por ejemplo, se sabe que estas variables mejoran cuando
se aplican diversos hipnéticos a sujetos insomnes, pero no cuando se administran a sujetos sanos
{Billiard et al., 1987; Blois et al., 1993; Brunner et al,, 1991; Kurtz et al., 1988; Lund et al., 1988:
Mendelson, 1995a,b). Por lo tanto, puede ser que la nula participacién del GABA ,/BZR para
modificar los mecanismos de inicio y mantenimiento del suefio encontrada en este trabajo sea mas
aparente que real, producto de los denominados "efectos de techo”.

La valoracién de los efectos diferenciales de los ligandos del GABA ,/BZR sobre la cantidad
de suefio de pacientes insomnes ayudaria a resolver esta cuestién. De otra forma, si se ensayara con
sujetos sanos, deberian administrarse las sustancias conforme a algin modelo de insomnio
transitorio, cuando la demanda de suefio se reduce al minimo y se provocan de manera artificial
dificultades para dormir {por ejemplo, después de un periodo prolongado de sueiio normal. al
término del cual puede suponerse satisfecha la necesidad de dormir). También podria probarse el
efecto de los farmacos sobre la cantidad de suefio de los individuos sanos cuando duermen sin
restricciones {ad libitum), ya que un protocolo fijo de tiempo de registro como el que se empled en
esta tesis no permite saber si las drogas prolongan la duracién total del suefio mas alia de 8 horas.
Otra altemativa seria aumentar la dosis, en vista de que, al menos en ¢l caso de las BZ, el nivel de
la dosis es un factor mas importante que la vida media para producir cambios ¢n la electrofisiologia
del sueto (Johnson y Spinweber, 1985), o evaluar los efectos de su administracion repetida.

En ¢ presente trabajo también estimamos de manera intra-grupal los efectos de cada hgando.
al comparar los valores de linea base con los de la noche de tratamiento y con fos de la noche de

lavado, sobre lo cual se discute enseguida.
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Aunque fenomenolégicamente semejantes, los efectos aparentemente comunes del zopiclon
y del placebo sobre la eficiencia de sueito y la cantidad de vigilia podrian explicarse por mecanismos
diferentes. En el caso del tratamiento con zopiclon, pueden indicar que la fraccion receptora de BZ
del GABA ,/BZR (modulada por la ciclopirrolona) participa de manera especifica en los mecanismos
de mantenimicnto del suefio, ya que el aumento que produce en la eficiencia de suefio dificre con
respecto a la linea base y no del lavado (como si ocurrié con el placebo). La mejoria en este indice
se restringe a la noche de tratamiento con zopiclon, sin comprometer la cantidad de suefio después
de su retirada; ¢s decir, no produce un "efecto de rebote” de la vigilia durante la noche de lavado con
placebo.

En cambio, la mejoria del suefio observada con el tratamiento placebo cuando se compara
con ¢| lavado, se relaciona con ¢l "insomnio de rebote” durante esta Gltima condicién (mayor
dificultad para iniciar ¢l suefio y menos episodios de vigilia pero de mayor duracion respecto a las
ofras condiciones). Este efecto parece artificial, ya que la cdpsula ingerida durante los lavados del
placebo contienen también un placebo. También puede descartarse un "efecto de acarreo” de los
compuestos administrados previamente al placebo (zopiclon y GABOB), en vista de la vida media
corta de eliminacién (entre 3 ¥ 6 hrs.) y la ausencia de metabolitos activos de estas sustancias.
Ademis, existié una noche de lavado entre cada sustancia, y ¢l orden de los tratamientos fue
aleatorio y balanceado. De este modo, el placebo se administrd en dos ocasiones como primer
tratarniento ¥, en otras dos, como segundo tratamiento, al igual que los ligandos.

Se sabe que si el sujeto cree que estd sometido a una intervencion eficaz y es conciente de
ello, el placebo producird diversos efectos {Dobrilla, 1987), los cuales dependen de las experiencias

personales (Gibbons ¥ Hormuth, 1981; Ross y Olson, 1981), las caracteristicas de personalidad, los
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procesos de influencia social, de condicionamiento, expectativas, ctc. (Choliz y Capafons, 1991).

También se reconoce que los efectos de tos placebos son similares a aquellos que produce
la droga de comparacién, tanto en las manifestaciones objetivas como en las subjetivas (Guerra et
al., 1986; Pérez y Martinez, 1987). Por ejemplo, se ha descrito que la tasa de respuesta al placebo
s¢ ubica entre 30-40% en la depresitn, y hasta 50% entre los pacientes con depresién menos severa,
indistinguible de la tasa de respuesta a los antidepresivos (Brown, 1994). En el caso de los trastomos
de ansiedad o ¢l insomnio, alcanza una eficacia en tomo al 35% (Beecher, 1955). Se sabe también
que el placebo produce mds ficilmente sedacién que estimulacién (Guerra et al., 1986), y que entre
los efectos méds comunes provocados por la ingesta de placebos se encuentran la dificultad de
concentracion, la fatiga y la somnolencia (Herzhaft, 1963). Hay evidencia de que una inyeccién de
solucion salina es capaz de provocar en la rata un trazo EEG similar al que aparece cuando se inyecta
en ¢! mismo animal una dosis de barbitirico suficiente para anestesiarla (Luque et al., 1984). La
obviedad al respecto en esta tesis, consiste en que los sujetos saben que ingresan 2 un laboratorio de
suefto e ingieren las cdpsulas antes de ir a la cama, lo que podria hacerles esperar un efecto hipndtico
inespecifico que sélo afecta la cantidad de suefio y no su organizacidn cualitativa. En este sentido,
nuestros resultados se oponen a los cambios encontrados cn el sueiio MOR como consecuencia de
la ingesta de un placebo (Zung, 1973).

La disminucién en la eficiencia de suefio observada durante ¢l lavado del placebo también
se ha encontrado en pacientes a quienes se suspendid la ingestion de un placebo. al compararlo con
flurazepam (Johnson y Spinweber, 1985). Nuestro trabajo sefiala que un placebo no sdlo tiene
efectos en una variedad de poblaciones clinicas, sino que también afecta a individuos sanos, como

ha sido reportado por otros autores {(Lachaux y Lemoine. 1989).
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Nosotros interpretamos que el efecto placebo que observamos es de duracion limitada, y que

durante la noche de "lavado” de! mismo ha perdido su eficacia. Ademds, sélo afecta la cantidad y
no la calidad de! sueiio, como mds adelante se confirmara.

De cualquier manera, la realidad fisica de este efecto puede admitir explicaciones
altemativas. Quiza la cuestién de mayor interés ¢s la de que un placebo farmacolégicamente inerte
{pero no inocuo desde un punto de vista psicologico), semeja en sus efectos sobre la cantidad de
suefio a un ligando activo no benzodiacepinico como ¢l zopicion. Esto invita a especular sobre la

actividad potencial de una sustancia estéril sobre ¢! GABA,/BZR cuando se crea la expectativa de

que s¢ estd empleando una sustancia hipnética.

b. Calidad del sueilo
En cuanto a los indices cualitativos del suefio al comparar a los tratamientos entre si, se apoya de
manera parcial la hipétesis relacionada con la disminucion de la fase 1 de suefio (hip6tesis 1.B.1).
El diazepam y el zopiclon disminuyen esta fase, aunque el efecto del zopiclon es més pronunciado.

Los datos de las comparaciones entre las noches consecutivas para cada sustancia, confirman
también de manera parcial la hipdtesis I1.B.1, ya que ¢l zopiclon y ¢l zolpidem disminuyen la fase
1 con respecto al lavado.

Los datos no sustentan la hipotesis de que el GABOB y el diazepam aumentan la fase 2 de
sueflo, ni cuando se considera su comparacion con el placebo (hipétesis 1.B.2), ni cuando se
comparan con la linea base y ¢l lavado (hip3tesis 11.B.2). Asimismo, permiten definir la hipotesis
con relacion a los ligandos no benzodiacepinicos (hipétesis 1.B.3), ya que mientras en ¢l grupo
tratado con zopiclon aumenta de manera clara el porcentaje de episodios de fase 2. incluso al

considerarlo como su propio control (hipdtesis [1.B.3). en el caso del zolpidem no se observa un

e



101

efecto estadisticamente significativo durante la noche de tratamiento. En este sentido, resultan
ciertas las hipétesis de que los ligandos difieren entre si con relacién a sus efectos sobre la fase 2 del
suefto (hipdtesis L.B.4) y la que anticipa una ausencia de efectos del placebo sobre esta variable
(hipétesis 11.B.4).

No se confirma ninguna de las suposiciones respecto al suefio delta (hipétesis 1.B.S-8. v
I1.B.5, ILB.7), excepto en las que se propone un efecto del zopiclon -que aumenta los episodios
durante 1a noche de tratamiento- (hipdtesis I1.B.6), y una ausencia de efectos del placebo (hipétesis
[1.B.8), al compararlos con la linca base y ¢l lavado respectivos.

Sélo el zopiclon disminuye la proporcién de suefio MOR, por lo que no se corrobora la
hipdtesis 1.B.9, Tampocd se sostiene la hipdtesis que sugiere una disminucién del suefio MOR
durante las noches de tratamiento (excepto en el caso de la ausencia de efectos del placebo), en
comparacion con las noches de linea base y de lavado (hipétesis {1.B.9}).

Por (iltimo, no se confirma la hipétesis acerca del aumento esperado en la latencia de! suefio
MOR durante }a noche de tratamiento con todos los ligandos, respecto al placebo (hipétesis 1.B.10)
o respecto a las noches de linea base y lavado (hipotesis I1.B.10).

Abreviando, el zopiclon predujo los mayores cambios sobre los pardmetros cualitativos
del suefio. De hecho, fue el inico ligando que afectd la cantidad o ¢l nimero de episodios de
todas las fases del suefio. En otro sentido, los efectos comunes de los 3 ligandos del receptor
de BZ, se restringieron a una disminucién de la {ase 1 del suefio; por el contrario, el ligando
del receptor de GABA la aumentd, aunque de manera no significativa. Otro efecto comun
entre los ligandos del receptor de BZ y apuesto al del GABOB fue ¢l observado sobre ¢l

porcentaje de episodios de fase 2, ya que mientras aquélios tienden a aumentarlo (diazepam
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¥ zolpidem) o lo aumentaron de manera evidente (zopiclon), el GABOB tendié a dismiauirlo.
El zopiclon fue el inico ligando que aumentd ¢l porcentaje de episodios de suedo delta. Una
tendencia comin en los efectos de los ligandos no benzediacepinicos y ¢l GABOB, fue la
disminucién en el suefio MOR. Finalmente, ¢l zolpidem aument$ de manera no significativa
la latencia del suedo MOR durante la noche de tratamiento, aunque esta tendencia alcanzé
significado estadistico hasta la noche de lavado de esta sustancia.

La disminucién de 1a fase | provocada por el diazepam, el zopiclon y ¢l zolpidem concuerda
con lo informado en Ja literatura (Bonnet et al., 1981; Borbely et al., 1985; Fawcett y Kravitz, 1982;
Kales et al., 1988; Kanno et al., 1993; Kryger et al,, 1991; Kummer y Zander, 1991; Lund et al.,
1988; Mizuki et al., 1988; Mougin et al., 1992; Nicholson y Pascoe, 1986; Nicholson y Stone, 1987,
Pecknold et al., 1990). Hasta donde sabemos, la tendencia del GABOB para aumentar la fase 1 no
habia sido descrita antes del presente trabajo. Debe estudiarse, sin embargo, si el aumento en esta
fase alcanza significado estadistico al aumentar ¢l nimero o el nivel de las dosis de este ligando o
al emplearlo en pacientes seleccionados.

De mayor importancia que el significado estadistico, seria entender el significado funcional
de esta fase. Es, en principio, ¢l episodio de suefio cuyos mecanismos neurofisioldgicos han recibido
menor atencidn, lo que contrasta con las amplias descripciones sobre los fenémenos mentales que
ocurren durante el mismo, como las denominadas alucinaciones hipnagégicas (Maury, 1848).
Ademés, su baja proporcion respecto al tiempo total de sueilo, le ha segregado como un estado
transitorio entre la vigilia y las otras fases, o secundario a los movimientos corporales durante el
suefio. Tal sesgo en su clasificacion es claro desde los criterios intemacionales para la evaluacion

de los polisomnegramas de humanos adultos {(Rechtschatten y Kales, 1968). Esto hace diticil
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asignar un papel preciso al GABA,/BZR en los mecanismos del suefio en funcion de los efectos
farmacoldgicos sobre esta fase.

Bajo condiciones fisioldgicas, la fase | de suefio se interpreta como un indice poligrifico de
la somnolencia, de manera que cualquier compuesto que aumenta tal transicién se considera que
"desactiva™ al SNC. Si existe una relacién similar bajo condiciones farmacolégicas, nuestros
hallazgos denotan que 1a modulacidn alostérica del GABA,/BZR a través de la fraccién receptora
de BZ disminuye la somnolencia dentro de los periodos de suefio noctumo, mientras que su
modulacion directa la aumenta. Este efecto puede estar mediado por la reduccion de la actividad de
fondo del nicleo ventroposterolateral taldmico por parte de las aferentes del nacleo reticular
taldmico, que mantiene la conducta oscilatoria de estas neuronas durante la somnolencia y las fase
iniciales del sueflo en ¢l gato (Liu et al., 1995).

Lo anterior aclara que los ligandos del receptor de BZ no "activan” a los sujetos al afirmar
que disminuyen la somnolencia nocturna, ya que la fase | debe interpretarse en funcidn del estado
conductual del organismo. Si un sujeto despierto muestra los signos EEG de la fase 1, se considera
que esta comenzando a dormirse o que estd somnoliento; pero si ocurren en un sujeto previamente
donmido en cualquier otra fase, ello indicaria que el sucflo se superficializa. Podria suponerse,
entonces, que los ligandos del receptor de BZ propician periodos de sueilo mas consolidados, con
menor posibilidad de transitar hacia 1a somnolencia. Quizd 1a medicion de los umbrales para
despertar en diferentes momentos de la noche ayudaria a determinar de manera objetiva la anterior
sugerencia. Para ello, podria hipotetizarse que el suefio inducido per a inedutacion alostérica del
GABA JBZR se acompaiia de un umbral para despertar mas alto que cuando el sueiio se induce por

la modutacion directa del mismo receptor.
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En cualquier caso, aunque su significado conductual y neurofisioldgico no esta claramente
comprendido, la sensibilidad de 1a fase 1 a los ligandos del receptor de BZ (de manera independicnte
de su estructura quimica) sugiere que debe prestarse mayor atencion a este estado neurobioldgico
como un marcador de la presencia y accién de dichos compuestos.

Puesto que el diazepam aumenta de manera no significativa la fase 2, los datos aqui
presentados difieren de los trabajos que sefialan un aumento definido en esta fase como consecuencia
del empleo de las BZ (Bonnet et al., 1981; Fawcett y Kravitz, 1982; Gaillard, 1984; Kales et al.,
1688; Mizuki et al., 1988; Seidel et al., 1985), Por otro lado, nuestros resultados acerca de Ja
ausencia de efectos del zolpidem sobre la fase 2 del suefio son similares a los observados en mujeres
insomnes (Declerck et al., 1990) y en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica
{Steens et al., 1993), a la vez que contradicen tanto los trabajos que informan disminuciones
(Koshorek et al.,, 1988), como los que describen incrementos en esta fase a diferentes dosis
(Herrmann et al., 1988; Lavoisy et al., 1992; Nicholson y Pascoe, 1986; Oswald y Adam, 1988;
Walsh et al., 1990), incluida 1a que se empled en esta tesis. La tendencia del zolpidem para aumentar
los episodios de fase 2, aunque no significativa dc acuerdo a los criterios estadisticos, es semejante
a lo producido por el diazepam. Debe considerarse la diversidad metodologica entre los trabajos
como posible explicacién de la disparidad en los resultados.

Nuestra observacion de que el zopiclon aumenta los episodios de la fase 2, coincide con la
de otros trabajos (Kanno et al., 1993; Nicholson y Stone, 1987: Trachsel et al.. 1990). pero difiere
de aquelios donde se ha encontrado una disminucion de ¢sta fase (Jovanovic y Dreyfus, 1983) o bien
la carencia de efectos sobre la misma (Billiard et al., 1987; Pecknold et al.. 1990).

Considerando la tendencia global del diazepam y del zolpidem o ¢l efecto neto del zopiclon
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sobre la fase 2 del suefo, los hallazgos de esta tesis parecen coincidir con la descripcion de que las
BZ, las ciclopirrolonas y las imidazopiridinas se caracterizan por producir, entre otros efectos, un
incremento de dicha fase (Cluydts et al., 1995; Guicu et al., 1996; Kales et al., 1988; Kanno et al.,
1993; Kummer et al., 1993; Monti, 1993; Quera-Salva et al., 1994a,b; Trachsel et al., 1990).

Por un lado, lo anterior sugiere que la fraccion receptora de BZ participa en los mecanismos
de la produccién de la fase 2 de suefio y en {a generacién de los husos de suefio que I¢ caracterizan,
al modular alostéricamente ¢l receptor GABA,. Es bien conocido el aumento en los husos EEG
durante el sucfio No MOR por efecto de las BZ (Trachsel et al., 1990), al amplificar los potenciales
postsindpticos inhibitorios mediados por el receptor GABA, de las neuronas reticulares
talamocorticales (Battaglia et al., 1994; Von Krosigk et al., 1993).

Por otro lado, parece que la estructura quimica de la droga no ¢s una condicién para lograr
este efecto, ya que pueden producirlo ligandos del receptor de BZ de diferentes familias
farmacoldgicas. Podria evaluarse la influencia de este tipo de sustancias sobre las caracteristicas de
los husos de suefio, tanto en términos cualitativos (morfologia) como cuantitativos (duracidn,

amplitud y frecuencia), para discernir si existe una posible especificidad farrnacolégica en este

efecto.

En el caso del GABOB, tiende a disminuir (de manera no significativa) el porcentaje de
episodios de fase 2. Asi, la modulacion directa del GABA/BZR por parte de este compuesto
(cuando se ingiere una sola dosis nocturna de 500 mg.), afecta el perfil hipnogréfico en sentido
opuesto a su modulacion alostérica. Por lo que ya se comento respecto a los mecanismos de los
husos de suefio, nuestros datos no concuerdan con lo esperado acerca de la fase 2 cuando se emplean

agentes GABAérgicos, Sin embargo, existe la evidencia de que un agonista GABA<rgico selectivo
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de! GABA /BZR (THIP, gaboxadol), disminuye la actividad EEG en la frecuencia de los husos de

suefio durante ¢l suefio No MOR de voluntarios sanos {Lancel et al., 1977a). Por otra parte, el
GABOB produjo perdurables ondas répidas de baja amplitud durante el suefio de ondas lentas en las
ratas normales {Hata et al., 1988). Como puede notarse, se requicren estudios adicionales que
examinen los correlatos EEG mas refinados del efecto de estas sustancias sobre el sueflo.

Nuestro resultado de que el suetio delta no se modifica por la accién del diazepam contradice
la disminucién de esta fase que cominmente se asocia con ¢l empleo de las BZ (Feinberg et al.,
1977; Fisher et al., 1973; Gaillard, 1984; Griazude et al., 1979; Kales et al., 1975, 1976; 1988;
Ferrillo et al., 1984, Mizuki et al.,, 1988; Seidel et al, 1985). Asimismo, nuestros resultados no
confirman el aumento en el suefio delta por la accion del zolpidem, encontrado en otros trabajos
(Arbilla et al., 1985; Herrmann et al., 1988, 1991; Koshorek et al., 1988; Kryger et al,, 1991; Lavoisy
¢t al,, 1992; Nicholson y Pascoe, 1986).

Por otra parte, admitiendo la naturaleza exploratoria de nuestro trabajo acerca de la accién
agonista del GABOB sobre ¢l receptor GABA,,, la ausencia de ¢fectos de ¢sta sustancia sobre el
suefio delta se ubica como una evidencia intermedia a la obtenida con otros compuestos con acciones
semejantes sobre la transmision GABAérgica. La administracién a largo plazo del 4cido
di-n-propilacético, una droga usada como anticorwulsivante al aumentar el nivel de GABA cercbral,
disminuye el suefio delta en voluntarios sanos (Schneider et al., 1977). En contraste, el muscimol,
el gaboxadol y 1a GABApentina, agonistas selectivos del receptor GABA,, aumentan de manera
dosis-dependicnte ¢l suefio delta en la rata y en e} humano (Lancel y Faulhaber, 1996; Lancel et al,,
1996; 1997a, 1977b; Rao et al., 1988). También se ha encontrado que la inyeccion de muscimol en

la formacion reticular pontina disminuye el suefio de ondas lentas en la rata (Camacho-Arroyo et al.,
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1991). Entonces. la facilitacion agonista de la transmision GABAérgica aumenta ¢l sueiio delia
(Lancel y Faulhaber, 1996; Lancel et al., 1996; 1997a, 1977b; Rao et al., 1988), lo disminuye
(Camacho-Arroyo et al., 1991; Schneider et al., 1977), o no lo modifica, segiin los resultados de Ia
presente investigacién.

Asi, los efectos del agonismo GABAérgico directo sobre el suefio (delta, en este caso),
parecen depender del tipo de sustancia, dosis, ruta y sitio de la administracién, especie, estado del
organismo, asf como del momento y método para realizar las mediciones poligréficas.

El aumento en el sueio delta producido por ¢l zopiclon semeja las evidencias aportadas por
otros autores (Billiard et al., 1987, Brun, 1988; Jovanovic y Dreyfus, 1983; Kanno et al., 1993;
Nicholsen y Stone, 1983, Stutzmann et al., 1992, 1993), y contradice las afirmaciones de que este
compuesto disminuye (Mamelak et al,, 1983; Quadens et al., 1983; Trachsel et al., 1990), afecta
minimamente (Rohers et al., 1985), o no afecta esta fase de suefio {(Nicholson y Stone, 1987).

El bloqueo no competitivo del receptor de tipo NMDA con ketamina o maleato de
dizocilpina (MK-801), anestésicos disociativos conocidos por sus efectos neurotéxicos, estimula la
actividad EEG delta del sueiio No MOR (Campbell y Feinberg, 1996; Feinberg y Campbell, 1957).
Por ¢llo, se ha asociado al aumento en el suefio delta producido farmacoldgicamente con el potencial
neurotéxico de las sustancias. Debido a que en este trabajo sélo se administré de manera tinica la
dosis mas baja de zopiclon, nosotros descartamos que el aumento en el numero de episodios de
suefio delta se relacione con un efecto téxico de este compuesto.

Los cambios en el sueiio producidos por la intervencion quimica sobre el complejo receptor
NMDA-iondforo de Ca™*, no permiten explicar el aumento en el nimero de veces que se lentifica

¢} EEG durante ¢l suefto producido por dicha ciclopirrolona, debido a que ésta actia sobre otra

e mr——m ——— At
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superfamilia de receptores, el complejo GABA ,/BZR. No obstante, existe una interaccion entre
ambas familias de receptores, ya que la estimulacién persistente de los receptores de tipo NMDA
regula la expresion genética del receptor GABA, (Memo et al., 1991).

A pesar de que la administracidn prolongada de dcido di-n-propilacético (droga que mejora
el nivel de GABA cercbral) disminuye ¢l sueilo delta en voluntarios sanos (Schneider et al., 1977),
la implicacién de un mecanismo inhibitorio en el suefio delta parece confirmada por la accién
agonista directa sobre ¢] GABA ,/BZR, ya que el muscimol, el gaboxadol y la GABApentina también
aumentan el sueflo delta en la rata y en ¢l humano (Lancel y Faulhaber, 1996; Lancel et al,, 1996;
1997a, 1977b; Rao et al., 1988). Los estudios que emplean la técnica de microdidlisis apoyan la idea
de que la liberacidon de GABA en el hipotdlamo posterior facilita el suefio delta, al inhibir las
neuronas en esta estructura (Nitz y Siegel, 1996).

Para el caso de las BZ, se ha cuestionado ¢! papel exclusivo de la transmision GABA¢érgica
en la explicacion de sus efectos (Mendelson y Martin, 1990; Mendelson y Monti, 1993). Se ha
sugerido la posibilidad de que exista una subclase de receptor de BZ asociado con un canal de calcio,
y que algunas acciones de los ligandos de este receptor estan mediadas por los cambios en la funcion
de dicho canal (Martin y Mendelson, 1989).

independientemente de si el aumento de la actividad delta durante el suefio es un efecto
fisioldgico o toxico de la facilitacion de la transmisién GABAérgica, parece claro que el suefio delia
puede provocarse al interferir {a transmisién mediada por aminodcidos excitadores (a traveés del
receptor NMDA, por ejemplo), o al mejorar la que median los aminodcidos inhibitorios (como en
las que interviene el GABA,/BZR).

Hace falta trabajo experimiental que confirme esta posible relacion y, de ser asi, que



109

establezca fa diferenciacién farmacolégica del suefio delta provocado por una y otra clase de
mecanismo.

Debe precisarse si ¢l aumento en el suefio delta corresponde con la actividad intrinseca de
los ligandos, para determinar si se trata de un efecto de tipo agonista o agonista inverso del receptor
de BZ. La interpretacién del aumento en el sueflo delta se complica porque esta accidn del zopiclen
es opuesta a la abservacidon comiin de que los moduladores agonistas (benzodiacepinicos o no) del
receptor GABA, disminuyen esta fase de suefio. De hecho, coincide con los efectos del flumazenii
sobre el suefio, un supuesto antagonista no competitivo del receptor de BZ al que también se le
atribuyen propiedades de modulador agonista inverso parcial, por el aumento que produce en ¢l
suefio delta (Wauquier y Ashton, 1984). La pregnenolona, un neuroesteroide que modula de manera
alostérica el receptor GABA,,, actlia como agonista inverso parcial en el sitio de unidn de las BZ (o
en su vecindad), y también aumenta el suefio delta (Lancel et al., 1994; Steiger et al., 1993). Por ¢l
contrario, la administracién de ZK 93426 (otra beta-carbolina antagonista del receptor de BZ),
disminuyd el sueflo delta (Duka et al., 1995).

E! bloqueo de los receptores GABA talamicos (que no median las acciones de los ligandos
del receptor de BZ), disminuye el suefio profundo y aumenta ¢l suefio ligero de ondas lentas en ¢l
gato (Juhasz et al., 1994). Ya que los efectos producidos por el zopiclon son ¢n la direccién
contraria (disminucidn del sueiio ligero [fase 1] y aumento de los episodios del suefio profundo
{delta]), podria sustentarse que estas acciones estin mediadas por ¢l GABA /BZR.

Aunque es controvertida la sensibilidad de! suefio delta a los efectos del zopiclon, ¢l aumento
en la proporcién de episodios de fase 2 y de sucito delia por una sola toma de la dosis minima de este

lizando, resulta en un hipnograma con una mayor cantidad de tales ¢stados de manera alternativa.
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Existe una interaccién dindmica entre los mecanismos generadores de los husos de suefio y de las
ondas delta (Naitoh et al., 1982). El trazo EEG sincronizado de! suefio No MOR s¢ asocia con una
hiperpolanizacién progresiva del potencial de membrana de las neuronas tilamo-corticales, que al
principio oscilan de manera ritmica (husos de sueflo); con un potencial de membrana mis negativo
aun, ocurren oscilaciones mds lentas (ondas delta) que dependen también del mejoramiento
GABACérgico de las neuronas reticulares y de circuitos locales talimicos (Steriade et al., 1991). A
pesar de que nosotros no encontramos un efecto del diazepam, se supone que los hipnéticos del tipo
de las BZ disminuyen la actividad delta y aumentan la produccidn de los husos de sueiio; es decir,
interrumpen la hiperpolarizacion requerida para las ondas delta. El zopiclon, en cambio, muestra
un perfil farmacolégico peculiar, ya que parece facilitar ¢ interrumpir de manera alternada los
mecanismos de sincronizacidn EEG entre estos periodos preponderantes del suefio sin movimientos
oculares rapidos.

Parece que los receptores de BZ en el tilamo desempeiian un papel fisiolégico en estos
mecanismos de sincronizacién EEG del suefio de ondas lentas, ya que las ratas con deficiencia de
estos receptores mostraron una disminucion en la cantidad de suefio de ondas lentas II (Livezey et
al., 1985; Marczynski y Urbancic, 1988). Usto podria relacionarse con el aumento en el niimero de
episodios de sucilo delta que observamos en este trabajo al ocupar los receptores de BZ con zopiclon;
sin embargo, contradice la disminucién de esta fase que comunmente se asocia con el empleo de las
BZ (Feinberg et al., 1977; Fisher et al., 1973; Gaillard, 1984: Griazude et al., 1979; Kales et al,
1975, 1976; 1988; Ferrillo et al., 1984, Mizuki et al., 1988; Scidel et al., 1985).

Aunque en ¢l presente estudio el diazepam no modifico el suefto delta, este aparente efecto

contradictorio de las BZ sobre el suefio merece un comentario, ya que puede relactonarse con ¢l



hecho de que estos ligandos disminuyan funcionalmente el nimero de receptores al agotar la reserva
de los mismos (Gaillard y Blois, 1988), y esto puede expresarse en una disminucion del sueio delta.

En cuanto a la disminucién del suefio MOR producida por el zopiclon, el zolpidem y el
GABOB, aunque solo significativa en el caso del zopiclon, sugiere que este efecto no depende de
la subunidad activada del GABA,/BZR, ya que parece producirlo tanto un agonista del receptor
GABA, (GABOB) como los moduladores alostéricos agonistas (zopiclon y zolpidem). En el caso
de éstos, ademds, ¢l efecto parece no depender de la estructura quimica de la molécula, ya que
pertenecen a familias farmacoldgicas distintas.

No puede concluirse que este efecto sea exclusivo de los ligandos no benzodiacepinicos, ya
que es bien conocido que las BZ con accidn hipnédtica disminuyen el suefio MOR (Borbely et al.,
1985; Gaillard, 1984; Kales et al., 1988; Luna-Villegas y Feméndez-Guardiola, 1996; Roth et al.,
1980). Es probable que en el presente trabajo no se observara este efecto debido a que el diazepam,
aunque también se emplea por sus acciones hipnéticas (Borenstein y Cujo, 1974; hiil et al., 1972;
Kales y Scharf, 1973), posee més propiedades ansioliticas (Tallman et al., 1980), y sélo se aplicaron
dosis tnicas bajas. Asi, los diferentes subtipos del receptor de BZ con los cuales interactiian tanto
los agonistas benzodiacepinicos como los ligandos no benzodiacepinicos parecen determinar los
efectos terapéuticos de cstas sustancias, asi como su dosificacién.

Nuestro hallazgo de que el zopiclon disminuye ¢l sueio MOR reitera una paradoja cuya
explicacién ha sido eludida de manera inadmisible, tanto en el ambito de la psicofarmacologia de
los hipndticos como en la investigacion de los mecanismos del sueiio.

Ninguna de las investigaciones dentro de estas dreas de estudio aclara porqué la facilitacion

de la funcion de) receptor GABA, resulta en una disminucion del suefio MOR, en unos casos, y ¢n
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un aumento de esta fase, en otros.
Por un lado, los hipnéticos disminuyen ¢l sueio MOR debido a sus propiedades de
moduladores agonistas del GABA ,/BZR. Es decir, 1a mejoria de las sinapsis GABAérgicas asociada

con ¢l mecanismo de accidn de estos compuestos se relaciona con una disminucién de esta fase de

suefio.

Por otro lado, se ha establecido que 1a transmisién GABAérgica mediada por el GABA,/BZR
esta involucrada en la regulacién tonica del suefio MOR, al inhibir la tasa de disparo de las neuronas
aminérgicas del locus coeruleus; si se impide esta inhibicion, disminuye la duracién del sueiio MOR
(Kaur et al,, 1997),

También se ha propuesto que las neuronas GABAérgicas en el nlicleo pontis oralis pueden
estar involucradas en la generacidn del suefio MOR y la atonia muscular relacionada con éste (Chase
et al., 1997).

Asimismo, la inhibicién GABAérgica de las neuronas serotonérgicas del nicleo dorsal del
rafé, que inhiben a las neuronas colinérgicas de los nucleos tegmentales laterodorsal y
pedinculopontino, incrementa el sueflo MOR (Porkka-Heiskanen et al., 1997).

Ademds, la liberacién de GABA en el Jocus coerulews, ¢l rafé dorsal y la regidn septal es
méxima durante ¢l suefio MOR (Mallick et al., 1997; Nitz y Siegel, 1993; 1995; 1997).

La manipulacién exégena de la transmisién GABAérgica confirma esta relacidn, ya que el
muscimol aumenta el suedio MOR (Lancel et al., 1996; Tirelli, 1989). Que este efecto depende del
GABA,/BZR lo demuestra que la inyeccidn de muscimol en la region ventrolateral de la sustancia
gris periacueductal y el tegmento adyacente aunienta la cantidad de suefio paraddjico en el gato,

mientras que la bicuculina disminuye esta fase, y el baclofén (agonista del receptor GABAR) no la
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altera (Kitahama et al., 1989; Sallanon et al., 1989; Sastre et al., 1996).

También la valoracién de los efectos de un antidepresivo experimental sobre ¢l suefio
sugieren que mecanismos GABA<érgicos modulan el suefio MOR (Soldatos y Stefanis, 1988).

Como puede notarse, es dificil definir el papel que desempeiia 1a transmisién GABAérgica
en los mecanismos del sueic MOR. En primera instancia, nosotros hemos supuesto que los
moduladores agonistas del GABA,/BZR disminuyen el suefio MOR, mientras que los agonistas
selectivos lo aumentan (Luna-Villegas, 1994; Luna-Villegas et al., 1994a.b).

Sin embargo, es dificil entender los mecanismos mediante los cuales se logran estos efectos,
ya que las B-carbolinas, agonistas inversos del receptor de BZ, elicitan signos del suefio MOR
(Wichlinski, 1996) y ¢l flumazenil, antagonista del mismo receptor, incrementa esta fase de suedio
(Marczynski, 1995; Wauquier y Ashton, 1984),

En el caso de los antidepresivos, también ocurren efectos opuestos sobre ¢l suefio MOR que
implican al GABA, ya que la fengabina (un agente GABAérgico antidepresivo) disminuye el suefio
paraddjico (Lloyd et al., 1987).

La interpretacion del resultado obtenido con las B-carbolinas tiene al menos dos vertientes:

1. Confirma la propuesta de que la modulacién alostérica positiva del GABA,/BZR
disminuye el suefio MOR, ya que la modulacion alostérica negativa del mismo receptor por parte de
los agonistas inversos del receptor de BZ, revierte las acciones de los agonistas de esta misma
fraccion del receptor (Guzman et al., 1984).

2. Esta actividad intrinseca de las B-carbolinas plantea la contradiccidn adicional de que tanto
la mejoria (con agonistas selectivos) como la reduccidn {con agonistas inversos del receptor de BZ)

de 1a funcion del receptor GABA , aumentan ¢l sucio MOR.
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Sélo conocemos un hecho comparable dentro de la neurofarmacologia que plantea una
relacion ambigua entre la fase de sueflo MOR y un sistema de neurotransmision. El
§9-tetrahidrocannabinol (1a mariguana), incrementa la actividad colinérgica central - cuya relacién
con los mecanismos de disparo y mantenimiento del suefio MOR son bien conocidos -, a la vez que
disminuye esta fase del sueio; esta accién puede estar mediada por los receptores centrales de BZ,
ademads de los receptores de opioides (Spadone, 1991).

La exposicién continua a los agonistas benzodiacepinicos desarrolla una tolerancia a sus
efectos anticonvulsivantes (Gallager et al., 1985), mientras que la administracién intraventricular
continua de una B-carbolina convulsivante (FG 7142), aumenta el umbral convulsivo (Marley et al.,
1991). Estos efectos opuestos al perfil farmacolégico original de los agonistas {(anticonvulsivantes,
sedantes, ansioliticos, hipnoticos) y de los agonistas inversos (proconvulsivantes, convulsivantes,
ansiogénicos) del receptor de BZ, se relacionan con cambios en la sensibilidad del GABA,/BZR y
en la capacidad del GABA para estimular la recaptura de cloro en Jas vesiculas de las membranas
corticales después del tratamiento crénico con los ligandos. Tal capacidad disminuye en ¢l caso de
la aplicacion repetida de los agonistas (Marley y Gallager, 1989; Miller et al., 1988), y aumenta en
el caso de los agonistas inversos (Marley et al., 1991).

Los cambios selectivos de las inyecciones diarias de flurazepam sobre los niveles de RNA
mensajero de las distintas subunidades @ (aumento en a, y &, disminucion en a, y sin cambio en
@, ¥ O}, proporcionan un mecanismo para alterar la composicion y las propiedades del receptor de
BZ inserto en el GABA /BZR, sin cambiar su nlunero total (B,,) (Rabow et al.. 1995).

No obstante, los mecanismos molecutares retacionados con la tolerancia a las BZ parecen

implicar también a otros receptores, ya que los receptores A, de adenosina se desensibilizan después



del tratamiento prolongado con diazepam (Hawkins et al., 1988).

En el presente estudio no se¢ administré de mancra repetida ningiin ligando, pero persistio un
efecto de tipo agonista inverso sobre el suefio MOR después de una sola dosis de zopiclon.
designado como agonista del receptor de BZ. Esto hace suponer que los efectos paraddjicos sobre
la capacidad del GABA para modificar el influjo de CI a las neuronas pueden lograrse también con
la aplicacién tnica de un ligando no benzodiacepinico del tipo de las ciclopirrolonas, y que se
relacionan de manera especifica con algin subtipo del receptor de BZ. Al menos para el zopiclon,
esto es 1o que nuestros resultados sugieren, junto con la evidencia molecular de estudios ajenos, pero
no puede descartarse que ocurra algo semejante para ¢l taso de otros ligandos no benzodiacepinicos
como las imidazopiridinas y aln para las mismas BZ, que también tienden a disminuir el suefio
MOR (Luna-Villegas y Femandez-Guardiola, 1996).

Otros trabajos también han observado cfectos paradéjicos posteriores a la estimulacion v al
bloqueo de]l GABA /BZR. La inyeccion sistémica de una sola dosis alta de acido GABA y-vinilico
y GABA y-acetilénico (inhibidores de la GABA-T), eleva los niveles de GABA cerebral y preduce
somnolencia, a la vez que reduce ¢l umbral convulsivo a dosis no convulsivantes de metrazo! y
produce actividad EEG paroxistica semejante a la que proveca la picrotoxina y el metrazol: en
contraparte, la picrotoxina produce signos conductuales y EEG de sedacion y somnolencia en la rata
(Myslobodsky y Manosur, 1979).

Se ha sugerido que algunos antagonistas det GABA pueden combinarse con una clase de
GABA /BZR localizado de manera estratégica para producir una inhibicion presindptica, la cual se
bloquea de mianera selectiva con picrotoxina o bicuculina (Kmjevic, 1971). lo que puede potenciar

las acciones inhibitorias postsinapticas (Myslobodsky y Manosur, 1979). Sin embargo. aungue la
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inhibicion presindptica es relevante a nivel talimico, se reconoce que es menos efectiva en los
centros nerviosos superiores comparada con su influencia en la médula espinal {McGeer et al.,
1978).

Otra alternativa es que el menor porcentaje de suefio MOR producido por el zopiclon refieje
cambios compensatorios en la funcién del GABA,/BZR ante la hiperactividad GABAérgica
provocada por este ligando, mds que el resultado directo de una modulacion negativa del
GABA,/BZR, ya que la accién agonista del zopiclon sobre el receptor de BZ resulta en la
modulacién alostérica positiva del receptor GABA,. Parece que el GABA /BZR es capaz de regular
de manera homeostatica su funcionamiento en respuesta a su estimulacidn, debido a lo cual la
eficacia de los agonistas del receptor de BZ cambia en la direccion de los agonistas inversos,
principalmente después de su administracién cronica (Marley et al., 1991).

No se conocen los mecanismos moleculares que subyacen a este cambio en el perfil de
actividad de los ligandos, pero tal vez se relacionen con la ocupacién que hacen de uno o mas de los
tipos de subunidades del GABA,/BZR encontrados en ¢l tejido cerebral (Rabow et al., 1995). Un
fuerte candidato para explicar estos cambios funcionales en ¢l GABA,/BZR es la subunidad v,
primordial para la modulacion alostérica de la funciéon GABAérgica por parte de los agonistas y
agonistas inversos del receptor de BZ (Marley et al., 1991). Ya que la presente tesis no estudia a
nivel molecular estos fendmenos, es claro que se trata de sugerencias que pueden comprobarse sélo
mediante experimentacion basica con fa metodologia apropiada.

El aumento del sueiio delta y la disminucion del sueiio MOR por a accion del zopiclon, por
un lado, y la selectividad de los agonistas del receplor de BZ para modular de manera alostérica la

transmision GABAérgica, por el otro, puede relacionarse de manera indirecta con la inhibic*on de



1z
algunos mecanismos colinérgicos que participan en la expresion de ambos periodos de suefio.

En conjunto, el aumento en los episodios del suefio delta y la disminucion del suefio MOR
provocados por el zopiclon, nos hace suponer que la hiperactividad GABAérgica mediada por ¢l
GABA,/BZR inhibe los mecanismos subcnrticales colinérgicos que modulan la actividad lenta
cortical y mantiencn ¢l sucto MOR.

Las inyecciones sistémicas de colinoliticos inducen actividad delta tanto en humanos como
en animales (Buzsaki et al., 1988a,b; Herz, 1959; Longo, 1966). La administracién de agonistas de!
receptor GABA,, y de agonistas del receptor de BZ en el septum medial, inhibe: (a) las neurcnas
co!mérgicas; (b) sus aferencias al hipocampo; y {c) los procesos conductuales subordinados a estas
neuronas (Stackman et al., 1989; Wood y Richard, 1982; Zsilla ¢t al., 1976).

Por el contrario, los antagonistas y los agonistas inversos del receptor de BZ estimulan la
actividad colinérgica (Miller y Chmielewski, 1990). El incremento de la actividad colinérgica
suprime las oscilaciones taldmicas (Buzsaki et al,, 1988a,b). Este efecto parece depender de las
neuronas colinérgicas diencefilicas (nlcleo basal}) que inervan al nucleo reticular talamico.
implicado en la generacion de las ondas delta (Levey et al,, 1987; Steriade et al., 1987). A su vez,
el nicleo basal diencefélico recibe algunas aferencias que provienen del locus coeruleus y del rafé
dorsal (Riekkinen et al., 1991), lo que puede constituir un circuito de retroalimentacion relevante
para los mecanismos del suefio MOR.

Las células GABAérgicas del nicleo perigeniculado poseen receptores muscarinicos y
nicotinicos. La activacion de éstos resulta en una rapida despolarizacién de tales neuronas y produce
espigas aisladas y actividad fusiforne, que pueden ser importantes para la generacion de las ondas

ponto-geniculo-occipitales y despolarizaciones de la membrana durante el suetto MOR  la
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activacion (Lee y McCormick, 1995).

Ya que s¢ considera al suefio delta como un premrequisito del suefio paraddjico (Hartmann,
1973; Moruzzi, 1972; Steriade y Llinds, 1988), parece cuestionable la naturaleza fisiolégica de los
cambios en ¢l sueiio producido por ¢l zopiclon, ya que disminuye el porcentaje del suefio MOR a
pesar de que aumenta los episodios de suefio delta.

Un aumento semejante en las ondas lentas y la reduccidn concomitante del suefio MOR
caracterizan a las fases avanzadas de la enfermedad de Alzheimer (Penttili et al., 1985; Prinz et al.,
1982a,b, 1987; Vitiello et al.,, 1984, 1990). Esta alteracién se acompafla de un trastomno en la
inervacion colinérgica muscarinica cortical (Coyle et al., 1983; Reisine et al., 1978), que puede
relacionarse con la deaferentacion GABAérgica observada en estos pacientes (Marczynski, 1995).

Es claro que el tratamiento con zopiclon no induce un sindrome neurodegenerativo, sino que
la semejanza entre los cambios EEG del sueiio después del tratamiento con este ligando y lo que se
observa ¢n la enfermedad de Alzheimer, sugiere que la disminucién de la actividad colinérgica
subyace a ambos hechos.

Lo anterior pyede tener un aspecto funcional comin de interés. Mientras que la memoria es
defectuosa en la enfermedad de Alzheimer (Perry y Perry, 1995), las funciones mnésicas se
consolidan durante ¢] suefio MOR (Cai, 1995, Smith, 1995, 1996). Ya que la acetilcolina cerebral
es necesaria para e} aprendizaje y la memoria (Cruz-Morales ¢t al., 1992; Diaz del Guante et al,,
1991, 1993; Duran-Arévalo et al., 1990; Introini-Collison et 11, 1996; Ortega et al., 1996:
Prado-Alcala et al., 1594; Quirarte et al., 1993, 1994), es probable que este neurotransmisor medic
1a relacion aditiva entre los efectos supresores del sueilo MOR por los agonistas del receptor de BZ

y la amnesia anterdgrada observada tras el empleo de la mayor parte de estos compuestos (Boulenger
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et al., 1989; Curran, 1991; Curran y Birch, 1991; Hommer et al., 1993: Lister. 1985: Sierra et al.,

1993a; Unrug-Neervoort et al,, 1992). Las fallas mnésicas parecen relacionarse de manera especifica
con la ocupacion del receptor de BZ, ya que los antagonistas y los agonistas inversos del receptor
de BZ estimulan la actividad colinérgica (Miller y Chmielewski, 1990), lo que supondria una
facilitacion mnésica.

Ademds, existe una interaccidn entre los sistemas GABAérgicos y colinérgicos que regulan
los mecanismos del suefio y de la consolidacion de la memoria (Cobos-Zapidin et al., 1996;
Cruz-Morales et al., 1993; Jones, 1991a,b; Marks y Roffwarg, 1989; Szymusiak, 1995; Yamamoto,
1988).

Empero, la relacién precisa entre la funcién de ambos transmisores y los procesos mnésicos
no estd libre de controversia. Por un lado, la disminucién del funcionamiento GABAérgico, por la
accién de moduladores alostéricos negativos del GABA ,/BZR, estimula la actividad colinérgica
{Miller y Chmielewski, 1990), que favoreceria los procesos mnésicos. Por el otro, la reduccién de
la eficacia GABAérgica por efectos del antagonismo directo del GABA,/BZR, que estimularia la
actividad colinérgica, induce un estado amnésico (Cobos-Zapiain et al., 1996; Cruz-Morales et al.,
1993). Mas ailin, se observan defectos tanto de la memona como de receptores de GABA, de
neuronas GABAérgicas o de contenido de GABA en los pacientes con la enfermedad de Alzheimer
(Enna, 1980; Enna et al,, 1977; Lloyd et al., 1985; Reisine y cols, 1978).

Ya que la manipulacion del GABA ,/BZR de los trabajos antes mencionados es directa o
alostérica, se fortalece la sugerencia de que los efectos mediados por este receptor dependen de los

diferentes sitios activados.

Por otra parte, si la hipotesis de la deaferentacion GABAdérgica propucsta para explicar las
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alteraciones neuroquimicas de la enfermedad de Alzheimer es correcta, entonces también la
hipoactividad GABAérgica mediada por el GABA /BZR inhibe los mecanismos colinérgicos que,
por un lado, medulan la actividad lenta cortical y, por el otro, mantienen el suefio MOR. De esta
manera, tanto la hipoactividad como [a hiperactividad GABAérgica mediada por el GABA,/BZR
parcce perturbar los mecanismos fisiolégicos del sueflo, que incluyen la panticipacion de otros
sistemas neurotransmisores (principalmente [a acetilcolina) y posiblemente la presencia de un
ligando enddgeno del receptor de BZ cuya actividad intrinseca puede ser de tipo agonista inverso,
como ya sc ha propuesto (Asano y Spector, 1979 Ojima et al., 1997; Wichlinski, 1996). No
obstante, también se ha sospechado la presencia de un factor endégeno activador del binding de
diazepam de tipo agonista (Chandra y Poddar, 1986; Lavie, !1989).

En relacidn con la hipoactividad, se ha sugerido que la insuficiencia funcional de la
mediacion GABAérgica et involucrada en la patogénesis de la narcolepsia (Yakhno y Muntazaev,
1985).

En esta tesis se sugicre que debe existir un umbral homeostiticamente ajustado del
funcionamiento del GABA,/BZR, debido al cual desempeiia su papel fisioldgico normal para la
modulacion de los mecanismos del suefto. Ello implica un fine equilibrie entre los sistemas neurales
inhibidores y excitadores que regulan ¢l estado newrobiclogico del sueio y las fases que lo
constituyen. Una vez que tal umbral se¢ ve rebasado, o se impide alcanzarlo, por la accidn de
sustancias exégenas o por trastornos neuropatalogicos o degencrativos, se desorganizan los
mecanismos que controlan cl sueilo,

Esta hipotesis podria explicar algunos de los resultados contradictorios obtemdos en ¢l

presente trabajo y en otros relacionados, que rivalizan con los mecanismos establecidos de
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funcionamiento del GABA /BZR, de acuerdo von los cuales los agomstas v los moduladores
agonistas de este receptor deben tener efectos similares. Sin embargo, este umbral hipotético del
GABA /BZR aan no se ha definido.

Nuestra proposicion preliminar de que los agonistas 3y los moduladores agonistas del
GABA ,/BZR afectan de manera diferencial ¢l sucio al activar diferentes subunidades del mismo
(Luna-Villegas, 1994; Luna-Villegas et al., 1994a.b), recibe apoyo de evidencias experimentales
posteriores de otros autores {Lancel s Faulhaber. 1996; Lancel et al., 1996: 19974, 1977b). De
cualquier modo, se¢ mantienen las contradicciones en los electos esperados ab actuar sobre el
GABA,/BZR,

En nuestras hipotesis se hace referencia a los efectos de los higindos on relacién con suvida
media larga. Es posible que el minwero reducido de efectos sobre el sueio se relacione también con
¢l esquema de tratamiento empleade en este trabajo {una sola loma de fa dosis mds baja). Por
ejemplo, on trabajos previos encontramos efectos diferencrales de las BZ en funcion de su vida
media cuando se aplican de manera repetida: mientras que las de accion corta moditican Ja cantudad
de sueio (principalmente il stspender s ngestion ), fas de aceion farga atectan mas la calidad del
mismo, probablemente por I acumudacion de las sustancias on el orgamsmo (Luna-Villegas
Femandez-Guardiola, 14961 Comao no encontrazios etectos ab emplear dosis onieas y minimas de
los Hgandos, es necesario, por tuao, considerar et nisel de Las dosis mas que lasada media al evaluar
ealus eleclos, Comd wires autores i propuesto i Clarh et ab. 19935 Johnson s Spinweber. 1685),

2. Efectos residuales tenppranos sobre laatencion diwrna
a. Desempeiie psicomtotor

No se contirman las lupoteses iespecto al deterione en et desampenio psicomoton esperado en el casoe
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del diazepam (hipdtesis de los grupos §y 11, variables C.1. 3, 5. 7y 9), y se confirman las hipotesis
en las que se propone una ausencia de efectos residuales de los demis tratamientos (hipotests (.C.2,
4,6y10,11.C.2, 4,6, By 1),

Los datos se oponen a la hipdtesis que plantea una ausencia de efectos sobre la proporcion
de respuestas anticipatertas por parte de aquellos tratamientos que no fueran el diazepam (hipdtesis
[.C.8), ya que tanto uno de los ligandos del receptor de BZ (e! zopiclon) como el del receptor de
GABA, disminuyen esta variable a la mafana siguiente de su aplicacion.

Nuestros resultados contradicen la hipotesis [1.C.2 s6lo en relacidén al tratamiento con
GABOB, ya que a fa manana siguiente de su administracion el iempo de reaccion a la estimulacion
isécrona continua es tnas breve con relacion a los valores de Yinea base.

Tampoco se comprueba la ausencia de efectos residuales del placebo sobre la capacidad para
estimar el tiempo supuesta en la hipotesis 11.C.10, ya que ¢ promedio de las reproduccianes rebasa
cl intervalo fijo de 10 s. a la madana siguiente del tratamiento, respecto a la finea base.

En suma, ningin ligando activo deteriord de manera residual el desempefio psicomotor.
M4s atin, s¢ enconiré una mcjoria en el tiecmpo de reaccidn simple a 1a estimulacion isocrona
continus del grupo que recibid ¢l ligando del receptor de GABA, respecto a L linea base,
aparejado con unn menot cantidad Jde respuestas anticipatorias, con relactdon a los otros
tratamientos. Esta disminucion de Las respuestas predictivas también se observo en el grupo
que recibié zopiclon. Porotro lado. el dnico cfecto del placeho se aprecid en ¢l largamicento
de las reproducciones del intervale aprendido, comparado con los yalores de linea base,

Aunque It ausencia de secuelas psicomotaras diumas del diazepam observindien esle trabago

contrasta con los resultados de otros estudios que hany wehuido B2 de accion mrennedia y larga
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(Boulenger et al., 1989, Ferndndez-Guardiola et al., 1972, 1975, 1978, 1981, 1984; Jurado et al.,

1989a; Jurado y Femindez-Guardiola, 1990, Morselli ¢t al., 1988; Sierra et al.. 1997
Unrug-Neervoort et al., 1992 Suzuki et al., 1993), ya se ha descrito una carencia d= efectos de este
compuesto sobre el tiempo de reaccién de sujetos sanos (Bernheim y Michiels, 1973; Buela-Casal
¢t al,, 1992). Una revision reciente describe que 5 y 10 mg. de diazepam, aplicado en forma aruda,
produce efectos residuales minimos sobre el rendimiento psicomotor (Ashton, 1994). Un amplio
andlisis critico augiere, al respecto, que las BZ no empeoran el rendimiento psicomotor mas alla del
deterioro normal que se asocia con la fatiga y la monotonia propias de la tarea (Koelega, 1989).

En las hipdtesis planteadas respecto al desempefio psicomotor diumo se hace referencia alos
efectos residuales del diazepam en relacién con su vida media larga. Se ha considerado que los
efectos de las BZ de accidn larga son mds claros al dia siguiente que los de las BZ de accién corta
{Nicholson, 1981). Es posible que la ausencia de efectos residuales se relacione también con el
esquemna de tratamiento empleado en este trabajo (una sola toma de la dosis més baja). Como en ¢l
caso de los efectos sobre ] sucfio, es necesario considerar ¢l nivel de las dosis més que 1a vida media
al evaluar las secuelas de las sustancias (Chari et al., 1995; Johnson y Spinweber, 1985).

Otro factor a considetar se relaciona con demandas posiblemente bajas de la tarea (tiempo
de reaccidn simple), ya que se ha sugerido que el tiempo de reaccion electivo es més sensible a los
efectos de las drogas que el tiempo de reaccidn simple (Johnsen y Spinweber, 1983). De cualquier
modo, aunque ambos modos de evaluacion pueden ser vilidos, no permiten la determinacidn tina
de los principales procesos de 1a atencion (sensibilidad perceptual, criterio de respuesta, capacidad
d¢ procesamiento, elc.).

El mejor desempeio bajo la estimulacion iséerona continua por parte de los sujetos que



124

recibieron GABOD tiene al menos las siguientes implicaciones:

(a) Contradice la hipétesis Pavloviana de las propicdades hipnogenas de la estimulacion
monotona; otros estudios ya habian cuestionado tal suposicion para el caso de la estimulacion
auditiva repetitiva (Tizard, 1966). Un resultado semejante, sin ¢l uso de farmacos, habia sido
encontrado en los trabajos antecesores del nuestro, confinmando que los ticmpos de reaccion son mas
ripidos confurme ¢l momento de la sefal es mds previsible (Ferndndez-Guardiola et al,, 1968},
Ademds, nuestros sujctos de este grupo también cometicron menos efrores por respucstas
anticipatorias (errores de expectacion), lo que indica un procesamicnto mads ripido y completo de
la sefial y sus atributos espaciotemporales,

(b) Es posible que la mejoria de 1a transmision GABAdrgica, por ln accion directa sobre ¢l
GABA (BZR, no sélo no tenga efectos residuales negativos sobre ¢l desempedo psicomotor, sino
jue puede combinarse con la facilitacion de las respuestas motoras por medio de ta estimulacion
isdcrona para mejorar ¢l tiempo de reaccion visomotor simple; de hecho, aunque e GABOB tiene
un efecto sedante, este compuesto se indica también para el trataumiento de las alteraciones de la
concentracion » de la atencion {Gramon Lab,, 1997). En general, esto contrasta con lo que se
obsctva al modular de mancra alostérica ] GABA /BZR (Curran et al., 1991, Preston et al., 1988),
ya que ninguno de los agonistas del receptor de BZ tiene estas indicaciones; mas aun, solo los
agonistas inversos de este receptor incrementan la vigilancia y facilitan el procesamiento de un
estimule neutro (Duka et al., 198%: Quigley vt al,, 1993);

(¢) Los efectos residuales pueden depender de la interaccion entre el tipo de sustancia
aplicada y ¢l pation de estimtilacion durante Tas tareas (Luna-Vidlewas et al, 189040

Dade que us efectos del GABOR estan mediados pot el agomismo disecto sobre el
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GABA /BZR, esto implica que, como los efectos sobre el suefio, también los efectos psicomotores
residuales de la estimulacion del GABA /BZR dependen de los diferentes sitios activados, También
parecen depender de la estructura quimica del ligando y de su interaccion con otros sistemas de
neurotransmision, como el colinérgico, ya que la infusién de muscimol en la sustancia inmominata
deteriora ia atencién (Beninger et al,, 1992; Dudchenko y Sarter, 1991; Givens y Olton, 1994; Muir
et al,, 1992; Pang et al., 1993). Otros estudios han disociado los efectos de agonistas y agonistas
inversos del rcce;;tor de BZ sobre !a vigilancia conductual de las ratas, y s¢ ha implicado a la
actividad colinérgica en los mecanismos de tal diferenciacion (Holley et al., 1995; Quigley et al.,
1994; Sarter y Steckler, 1989).

Igual que para el caso del GABOB, 1a reduccion de las respuestas predictivas por ¢l zopiclon
sugiere que la capacidad de los sujetos para equiparar su probabilidad subjetiva de la presentacién
de los estimulos con la probabilidad objetiva de 1a aparicién de los mismos, esta facilitada o, por lo
menos, conservada, cuando se evalia mediante prucbas de tiempo de reaccién simple. Esto coincide
con lo informado en la literatura al respecto (Stutzmann et al., 1992, 1993). No obstante, esto no
parcce tener consecuencias sobre la reproduccion de intervalos, ya que ninguno de los ligandos
mejord esta variable. Sdlo el placebo alargd tales reproducciones.

En trabajos previos que emplearon una prucba similar a la utlizada en esta investigacion, los
sujetos bajo los efectos del placebo mostraron un deterioro del tiempo de reaccion, sobre todo al final
de 1a prueba, en relacion a la condicién control {(Femandez-Guardiola et al., 1972, 1983). FEste
fendmeno se interpreld entonces como la consecuencia de ingerir un medicamento (aunque sea
inente) y la disminucion de la atencidn por la fatiga y habituacién provocada por fa prueba en si. Es

probable que el placebo facilite los procesos que acompanan a la habituacion, lo que explicaria de
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manera parcial el aumento en la estimacidn del tiempo en el grupo que recibié ¢l tratamiento inerte.
No obstante, desconocemos las razones de la ausencia de este ¢fecto sobre las otras variables de
rendimicnto psicomotor, Por ota parte, no sabemos si esto se relaciona con el aumento en la
cantidad de suefio observada después del tratamiento placebo, lo cual podria involuerar una cierta
capacidad para estimar el tiempo. Tampoco podemos determinar el mecanismo cronobiolégico
comun que subyace al procesamiento de intervalos con unidades temporales tan extremas (de
segundos, en el caso de la reproduccién de intervalos, hasta horas, en el caso de la duracién del
sucfio).

El hecho de que [a estimacidn del tiempo no haya sido afectada por los ligandos
(principalmente por el diazepam, ya que los no benzodiacepinicos presuponen menos efectos
residuales), difiere de los efectos producidos por las BZ sobre esta capacidad a las pocas horas de
su ingesta (Fermandez-Guardiola et al,, 1972, 1978, 1983, 1981, 1984, 1990; Rammsayer, 1992),
Esto puede explicarse porque, & diferencia de los trabajos anteriores, en la presente investigacién
evaluamos esta capacidad vanas horas despues de la ingestidn de la sustancia. Empero, otros
trabajos tampoco han encontrado deterioros en la estimacién del tiempo después de haber
transcurrido 10 horas de 1a Gltima toma de flurazepam, ingerido durante dos noches consecutivas
(Roth ct al., 1979). De igual manera, esta capacidad tampoco resultd trastomada después de una
semana de dosis matutinas y vespertinas de alprazolam y lorazepam (Jurado ct al,, 1989a).

Es posible, entonces, que ¢l GABA /BZR no esté directamente involucrado en las funciones
cognitivas relacionadas con la estimacion del tiempo. Esta posibilidad encuentra apoyo en que la
aplicacion intravenosa de dos diferentes dosis de una (3-carbolina antagonista del receptor de BZ (ZK

93426), no afectd la estimacion del tiempo en voluntarios sanos (Duka et al., 1987). Este mismo




ligando no antagonizd el deterioro de la estimacion del tiempo producido por el lormetazepam (Duka
et al., 1988).

El procesamicnto temporal de intervalos en el rango de segundos (estimacién del tiempo),
s¢ supone que estd mediado cognitivamente y puede verse mis afectado al modular de mancra
sclectiva los receptores dopaminérgicos D, de los ganglios basales (Meck, 1986, Rammsayer,
1993). No obstante, también el procesamicnto temporal de las duraciones en el rango de
milisegundos {percepcion del tiempo), supuestamente fuera del control cognitive y basade en
mecanismos cronométricos neurales, puede depender del nivel de dopamina cercbral mediado por
los receptores D, (Rammsayer, 1992, 1993),

Tampoco esta drea de estudio estd libre de resultados opuestos. Aunque se requiere un nivel
critico de dopamina en el estriado para realizar de manera adecuada los movimientos en una tarea
motora condicionada con restricciones temporales, la estimacion del tiempo no se perturbé después
de estimular la actividad dopaminérgica con inyecciones sistémicas de d-anfctamina o intranigrales
de dopamina en la rata (Baunez et al., 1995). Por ¢l contrario, la estimacién del tiempo evaluada
dentro de una tarca reforzada con alimento se deteriora 30 min. después de la inyeccion
intramuscular de metil-cne-dioxi-metanfetamina a monos rhesus (Frederick ct al., 1995a). Estas
contradicciones pueden relacionarse con las diferencias metodoldgicas de los estudios (sustancias
empleadas, ruta de aplicacidn, especies, tipo de prucba conductual, etc.)

También se ha propuesto que la estimacion del tiempo se deteriora por [a perturbacion de
otros sistemas excitadores, como la que produce la inyeccion intravenosa de MK-801 (anestésico
disociative) o de fenciclidina, al bloquear los receptores de tipo NMDA (Buffalo et al., 1994,

Frederick et al., 1993b), cuyva estimulacion persistente regula la expresion gendtica del receptor
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GABA, (Memo et al,, 1991). Como se recordara, este mismo bloqueo estimula la actividad delita
del suefio No MOR (Campbell y Feinberg, 1996, Feinberg y Campbetl, 1997). Esto podria suponer
una rclacidn entre el aumento del sucilo delta y un deterivro de la estimacion del tiempo. Sin
embargo, en trabajos previos encontramos que los sujetos con mcjores tiempos de reaccién diumos
mosiraron una mayor proporcidn de suefio delta y una mejor capacidad para estimar ¢) tiempo
(Jurado et al., 1989b). De nuevo, esto indica 1a importancia de preservat el delicado ajuste entre los
sistemas excitadores ¢ inhibidores que panticipan cn los mecanismos neurofisiologicos que regulan
diversos cstados neurcbioldgicos y cognitivos,

Otra via para modificar el procesamiento temporal de intervalos implica a las
prostaglandinas, que la mariguana cleva; ésta, a su vez, distorsiona la percepcion del tiempo
(Fanjul-Moles et al., 1979); por otra parte, la indometacina disminuye la elevacidn de las
prostaglandinas inducida por la mariguana y abole el cfecto de ésta sobre la estimacion del tiempo
(Pérez-Reyes etal., 1991}

La informacién anterior cucstiona Ia participacidn de la transmision GABAérgica en las
secuelas residuales sobre la estimacion del tiempo. No obstante, ¢s posible que el mejoramiento
GABAérgico noctumo supuesto en la presente investigacién, es insuficiente y de duracién limitada
para deteriorar el procesamiento temporal. No puede descartarse que dosis mds altas o acumulables
de los agonistas o moduladores agonistas de! GABA /BZR puedan trastomar esta capacidad. Otra
posibilidad es que el método de reproduccion de intervalos no sea el mis sensible a la accion de los
compuestos.

En un seatido practico, nuestros hallazgos son relevintes debido a que s¢ han oblenido bajo

una condicién que s¢ considera terapéuticamente idenl: usar ta dosis mas baja durante ¢l menor
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tiempo posible. Ademds, esta situacidn semeja ¢l uso de las sustancias a corto plazo, o ain de
manera intcrmitente, que son mds comunes que ¢! uso diario durante un periodo prolongado. No
obstanie, el significado clinico de nuestros resultados esté limitado por el hecho de que nosotros no
empleamos pacicntes en nucstra muesira, sino voluntarios sanos cuyas necesidades de suefio son
diferentes a los de aguéllos. Asimismo, los sujetos fueron varones, y se conoce que las mujeres usan
con mayor frecuencia hipnéticos-sedantes que fos varones (3.02% vs 2,1%, respectivamente)
(Mellinger y Balter, 1982),
b. Patrones EEG

Los resultados obtenidos con ¢l diazepam son contrarios a lo supuesto en las hipdtesis 1.C.11 y
ILC.11, ya que no produce una menor activacién EEG ni al compararlo con los otros tratamicntos
ni con la linca base o el lavado. Asimismo, se confirma que los otros ligandos y el placebo no
producen efectos residuales sobre la atencidn diuma, al compararlos entre si (hipotesis 1.C.12),

No obstante, la situacidn es diferente en el caso de la hipdtesis 11.C.12. Esta hipdtesis no se
confirma en las porciones correspondientes a cada una de las sustancias que s¢ mencionan enscguida,
debido a que:

(a) ¢l zolpidem causa una efecto residual parcial al disminuir ¢l porcentaje de blogueos del
ritmo alfa a la matana siguiente de su aplicacion, cuando se compara con la linea base y el lavado;

(b) sc obtuvieron disminuciones en [a proporcion de blogqueos del ritmo alfa en los grupos
tratados con ¢l GABOB y el placebo; y

(c) €] GABOB aumenta de manera residual ¢l porcentaje de inducciones del ritmo alfa, en
relacion con la linea base.

Resumicendo, los tratamientos con unc de los ligandos no benzediacepinicos (el



130

zolpidem) y el ligando del receptor GABA causaron sélo un parcial deterioro residual en la
activacién EEG, evidenciado a través de diferentes transiclones EEG. Fn un caso, disminuyd
la reactividad del ritmo alfa a la estimulacién (zolpidem) y en ¢l otro auments su produccidn
paraddjica por la estimulacién (GABOB). Ademis, Is reduccién de 1a reactividad del ritmo
alfa & la estimulacién en los sujetos que recibieron placebo 0 GABOB, sugiere que ambos
tratamientos facilitan, o por lo menos no Interrumpen, un posible proceso de habituacién « la
situacion de prueba,

La evidencia experimental mas cercana a nuestro estudio de 1a accion de las sustancias sobre
¢l EEG proviene del andlisis espectral o visual de la actividad electroencefilica continua en sujetos
que han recibido B2 y otras sustancias de tipo no benzodiacepinico con efectos similares, El dato
mas consistente es el incremento de Ia actividad de alta frecuencia que provocan estos agentes
(Genuil Filho, 1980); este efecto paraddjico se ha interpretado como un incremento en el nivel de
"ruido” newronal (Van Leeuwen et al., 1995), mas que un aumento de la activacion relacionado con
la actividad EEG rapida. Sin embargo, nuestros datos difieren al respecto, ya que la persistencia del
titmo beta fue de hecho una de las transiciones EEG menos predominante, de manera independiente
al tratamicnto aplicado. [Csta discrepancia puede relacionarse con los diferentes paradigmas
experimentales empleados. Por un lado, mientras que en la mayor parte de los estudios donde se ha
encontrado un aumento en la actividad beta se analiza ¢l EEG continuo, nosotros solo investigamos
la actividad electroencefatica "peri-evento”, en un segmento de 2 segundos que tncluye un estimulo
imperative. Por el otro, en ¢l primer tipo de estudios solo se deja "flotar” al sujeto cuando se registra
¢l EEG. mientras que en nuestro modelo el sujeto se mantiene atento dentro una tarea de desempeiio

psicomotor, ante lo cual de manera eventual se desarrolla un proceso de habituacion a la
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estimulacion, que pudicra reflejarse en un predominio de la actividad alfa, Ademas, nuestros sujetos
permanccen todo ¢l tiempo con los ojos cerrados, 1o cual propicia el predominio de la actividad alfa
en ¢l trazo. Estos serian los procesos de habituacion gue ni el placebo ni ¢! GABOB interrumpen.

Nuestros resultados con el diazepam no reproducen los clectos de este ligando sobre los
PEEG obscrvados en otros trabajos (Sierra et al., 1994). En cuanto al tratamiento con zolpidem, la
disminucién de! porcentaje de bloqueos del ritmo alfa podrian interpretarse como una tendencia de
los sujetos a quedarse dormidos (Femdéndez-Guardiola et al,, 1965; Gastaut y Bert, 1961) No
obstante, su desempefio psicomotor no empeord, por lo que podrian disociarse los efectos EEG y las
respucstas conductuales bajo el efecto de esta sustancia. No sabemos si esto pueda lograrse al
aumentar la dosis o al modificar ¢l esquema de aplicacidn,

El tratamiento con GABOB fue ¢l dnico después del cual se observaron cambios residuales
tanto EEG como psicomotores: aument6 la proporcidn de inducciones de alfa por la estimulacidn,
al mismo tiempo que mejord el tiempo de reaccion a la estimulacién isécrona y d'sminuyd las falsas
alarmas. Por ello, se comentan enseguida algunas posibles relaciones entre ambos indices.

La induccién del ritmo alfa por la estimulacion Juminosa puede representar un signo
eléctrico de los procesos de inhibicidn central (Morrel, 1966). Un estado andlogo se habia ya
ohservado después de 10 minutos de estimulacidn sensorial intermitente, cuando el nivel de atencion
ha sufrido un descenso de manera natural (Femandez-Guardiola et al., 1965), y también después de
la administracion de 8-9-tetrahidrocannabinol (Fanjul-Moles et al., 1979). En trabajos previos
cucontramos que los sujetos con un mayor tiempo de reaccion (sujetos lentos), presentan un mayor
nimero de inducciones del ritmo alfa que los sujetos con tiempos de reaccién mads breves (sujetos

rapidos) (Luna-Villegas y Femnandez-Guardiota, 1991). El aumento en la proporcion de inducciones
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del ritmo alfa provocado por ¢l GABOB, scmeja a to observado tras la administracion de las B2
(Ferndndez-Guardiola et al., 1983). Asi, se esperaria que la accidn agonista directa del GABOB
sobre ¢] GABA /BZR produjera también un deterioro residual psicomotor. Sin embargo, mejord

el tiempo de reaccion y disminuyé los errores de expectacidn, al reducir ia proporcién de respuestas

predictivas,

La activacion EEQ pre-estimulo observada durante ¢l alfa paraddjico semeja la denominada
"desincronizacion relacionada a cventos” (ERD, del inglés "event-related desynchronization)
(Pfurtscheller, 1977, 1992; Plurtscheller y Aranibar, 1977). Se ha supuesto que la ERD cortical
surge 8l perturbar la actividad neurs! coherente en la banda alfa, y se lc relaciona con las operaciones
cognitivas asociadas con ¢l desempefio de la tarea, cuando la atencidn sc enfoca sobre el chjetivo
sefialado (Boiten et al., 1992: Sergeant et al,, 1987; Van Winsum ct al., 1984). En contraparte, la
actividad alfa post-estimulo puede corresponder con la "sincronizacion relacionada a eventos”
(ERS), propuesta como el correlato clectrofisioldgico de las dreas corticales en reposo (Pfurtscheller,
1992), y con un patrén "post-consumatorio” de la respuesta (Femandez-Guardiola et al,, 1565).

La actividad alfa inducida por 1a estimulacidn luminosa, o alfa paraddjico, constituye un EEG
inestable que transcurre de un estado extremo (desincronizacion) a otro (sincronizacion), de manera
instantdanca. Se ha propuesto que estos cambios sbruptos de la actividad neuroeléctrica parecen
representar un “estado subvigilante”, donde la actividad cerebral ¢s muy sensible a los estimulos
extermos ¢ intermos (Bente, 1964),

Aunque esta hipotesis rivaliza con la desactivacion funcional atribuida al alfa paraddjico en
las sugerencias iniciales (Fernandez-Guardiola et al., 1963 Morrell 1966}, avudaria a entender ta

aparente disociacion de la actividad cléctinea cerebral y el desempedo puicomotor observado tras la
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ndministracion del GABOB. De hecho, aunque tiene un efecto sedante, este compucesto se indica
también para el tratamiento de las alteraciones de la concentracion y de la atencién (Gramon Lab.,
1997).

Pueden proponerse otras explicaciones aliernativas, no necesariamente excluyenies entre si,
La induccidn de alfa paradéjico y 1a atencién disminuida se han observado en sujetos libres de
cunlquier tratamiento farmacolégico (Ferndndez-Guardiola et al, 1965; Luna-Villegas y
Ferndndez-Guardiola, 1991; Morrel!, 1966). Esta relacién también caracteriza los efectos inmediatos
de sustancias psicotropicas (Fanjul-Moles et al., 1979), algunas de las cuales modulan de mancra
alostérica al GABA,/BZR (Ferndndez-Guardiola et al., 1983). En esta tesis, observamos la
induccidn del ritmo alfa, junto con una mejoria aparentemente paraddjica en el desempefio
psicomotor, como efecto residual de [a modulacién directa del GABA,/BZR con un agonista
splicado 1a noche anterior a [a evaluacion psicofisiolégica. Por lo tanto, ademads de las diferencias
metodolégicas entre los estudios citados y el presente trabajo, pueden referirse a estados
neurcbiolégicos distintos.

Por 1a consabida relacion del ritmo alfa con la vigilia relajada, quizd nuestros sujetos se
desempetiaron mejor a consecuencia de los posibles efectos relajantes del GABOB, que aumenta las
transiciones hacia tal banda EEG (Vera et al., 1995). Sin embargo, parcce amplio el intervalo entre
este efecto y € momento de la aplicacion de la sustancia, ya que la vida media de eliminacion del
GABOB puede estar en ¢l rango de unas pocas horas (quiza 3), como se sabe que ocurre en ¢l caso
de! GHB, una sustancia semejante al GABOB (Roth y Giarman, 1966)

Si la relacion propucesta entre la ERD, 1a ERS y ¢l desempeiio psicomotor ¢s correcta, tal vez

una verdadera disociacion de la actividad eléctica cerebral y el desempedio psicomotor sea la que



Parm——

134

s¢ observa cuando el slfa paraddjico se acompaia de un deterioro del tiempo de reaccion. Es
probable que en este caso cl patrén EEG sea un indice del esfuerzo por parte de los sujetos para
contrarrestar la influencia desactivadora de: (a) la fatiga o la monotonia relacionadas con la tarea.
0 (b) los efectos delctéreos por la modulacion agonista det GABA/BZR con las BZ. A pesar de las
demandas impuestas por las prucbas, la capacidad de los sujctos no serfa suficiente para responder
de manera éptima a los estimulos, inmediatamente despuds de los cuales aparcce la actividad alfa,

Aunque falta evidencia para determinar si ¢l alfa paraddjico se relaciona con un estado
optimo de atencion o con uno deficlente, parcce claro que el EEG antes y durante la presentacion de
un estimulo desempefia un papel decisivo para determinar las caracteristicas de 1a respucsta motora
que éste demanda. Se ha sugerido que la variabilidad de los patrones EEG se relaciona de manera
especifica con la respuesta, mientras que su potencia espectral depende del medicamento aplicado
y de |a tarea realizada (Schwanz-Ottersbach y Goldberg, 1986). En los trabajos pioncros ya se habia
distinguido la atenuacion del ritmo alfa con relacion al estado funcional. El ritino alfa podria
reemplazarse por ondas lentas de alta amplitud (desactivacidn) o por ondas ripidas de bajo voltaje
(activacién). Cuando esla atenuacidn espontdnea se relaciond con los tiempos de reaccidn, se
observd que la activacion correspondid con las respuestas mas rdpidas (Ferndndez-Guardiola et al.,
1968).

¢. Activacién autoinformada

En el caso del reporte subjetivo acerca de la somnolencia diurna, no se confirmaron fas
secuelas deletéreas del diazepum que se esperaban de ucucrdo con las hipotesis 1y HLC.1J. En
cambio, se reafirmé que ninguno de los otros tratamientos causa un efecto residual temprano

sobre esta variable, tal cumo se planted en las hipdtesis 1y 11.C 14
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Nuestros resultados no corresponden con los deterioros de la activacion autoinformada que
sc observan dentro de las 2 horas y media (alprazolam), 9 horas y media (alprazolam y diazepam),
y 10 horas {flurazepam), posteriores a la aplicacidn de las BZ {Dcment ct al., 1991; Karacan et al,,
1981; Risby ct al., 1989, Roth et al,, 1979).

Es probable que la ausencia de efectos sobre esta variable se retacione con los siguientes

eventos:

{a) se emplearon dosis nocturnas dnicas y muy bajas de [os ligandos, insuficicntes para
afectar Ia activacion subjetivamente evaluada,

(b) la Escala de Somnolencia de Stanford pucde ser insensible a cfectos minimos sobre la
activacién autoinfurmada,

(¢) la muestra estuvo constituida sélo por varones, quicnes se sabe que son menos sensibles
a los efcctos de los psicotrdpicos comparndos con las mujeres (Palva, 1985; Wilson, 1984, Yonkers
ctal, 1992).

Ya se habia reportado una falta de efectos gencralizados de las drogas sobre algunas medidas
conductuales, EEG y subjctivas del desempefio diumo (Sierra et al., 1993b), aunque cllo no implica
que estos factores no estén relacionados. Tales relaciones pueden estimarse mediante tecnicas mas
sensibles, como los potenciales evocados (Kulikowsky et al., 1984; Milnte et al., 1984, 1986,
Nuittanen, 1989; Picton y Hillyard, 1988; Rockstroh ct al., 1989, 1991; Zemon et al., 1986), asi
como con procedimicntos estadisticos apropindos, como el andlisis de la covarianza. La base
probabilistica y la claboracion conceptual que de cllo se desprenda, peritirian integrar 1a discusion
mas alla de las nociones desarrolladas en este apartado, para awregdar evidencia o ateunas de fas

hipdtesis psicofisologicas de la activacion.
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Por ullimo, parece conveniente anotar la utilidad practica-metodoldgica de disefios mixtos
como el empleado en la presente investigacion, ya que permite comparar a grup-s
semi-independientes entre si (arreglados en bloques incompletes) v, mediante ¢! mismo
procedimiento de recoleccion de datos y la inclusién de dos medidas adicionales (linea base y
lavado), analizar de manera separada a ¢ada grupo como su propio control.

Conclusiones

|. La estructura quimica de los ligandos no predice a priori sus efectos sobre 1a cantidad de
suefio (excepto para el zopiclon), pero s{ permite predecir sus efectos sobre algunos pardmetros
cualitativos del sueflo.

2. La somnolencia noctuma, evidenciada por la fase | del sueio, puede servir como un
marcador neurocléctrico de la modulacion exdgena de]l GABA,/BZR.

3. La modulacién agonista del GABA,/BZR (tanto con ligandos benzodiacepinicos como
no benzodiacepinicos), disminuye la fase | del sueflo, mientras que su agonisnio directo tiende a
aumentarla.

4. Por ¢l contrario, la modulacion agonista del GABALJBZR (tanto con ligandos
benzodiacepinicos como no benzodiacepinicos), participa en la produccion de la fase 2 del suchio,
mientras que su agonismo directo tiende a disminuirla.

5. La modulacion agonista del GABA /BZR con un ligando no benzodiacepinico de la
familia de las ciclopirrolonas, aumenta los episodios de suefio deita, imientras gue con otro no
benzodiacepinico (la imidazopiridina), o con la benzodiacepina, o aiun ¢l agonismo directo con
GABOB, no los modifican.

6. La modulacion agonista del GABA /BZK con un ligando no benzodiaeepina de la familia
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de las ciclopirrolonas, parece capaz de facilitar ¢ interrumpir de manera alternada los mecanisinos
talamicos de sincronizacién EEG de los husos de sucito (fase 2) y del suefto delta.

7. La modulacién agonista del GABA,/BZR con un ligando no benzodiacepinico de la
familia de las ciclopirrolonas, disminuye ¢l suefio MOR, mientras que la otra no benzodiacepina {Ia
imidazopiridina), o ¢} agonismo directo del GABA ,/BZR con GABOB, sdlo tienden a disminuitlo,
La modulacidn agonista del GABA,/BZR con una benzodiacepina no modifica ¢l suepo MOR.

8. El placebo puede afectar los parAmctros cuantitativos del sucfio.

9. E| EEG previo y concurrente a Ja presentacion de un estimulo que demanda una respuesta
motora, desempefia un papel determinante en las caracteristicas de ésta.

10. El agonismo directo del GABA,/BZR, con la aplicacién noctuma del GABOB, puede
combinarse de manera cspecifica con la facilitacién de las respuestas motoras que induce la
estimulacidn luminosa periddica, para mejorar ¢l desempefio psicomotor diumo y su correlato EEG.

11. La modulacién agonista del GABA,/BZR con un ligando no benzodiacepinico de la
familia de las imidazopiridinas es capaz de disociar las secucias EEG residuales de los efectos
conductuales.

12. El placcbo puede facilitar ]a habituacion a una tarea de proccsamiento temporal de
intervalos fijos de 10 segundos, alargando la reproduccion de los mismos,

13. Es posible que ¢! agonismo o la modulacion agonista exégena del GABA /BZR no esté
directamente involucrada en 1as funciones cognitivas relacionadas con la estimacidn del tiempo, sino
que interactic con otros sistenias de comunicacion intemeuronal (como el de la dopamina (D,). ¢l
mediado por los receptores de tipo NMDA y las prostaglandinas).

14, La modulacion exégena del GABA /BZR no produce secuclas sobre la activacion diuma
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evaluada subjetivamente,

15, El mejoramiento GABAérgico con dosis nocturnas, bajas y Gnicas, de ligandos exégenos
aplicados a sujetos sanos, tiene un alcance limitado para cvaluar los cambios cuantitativos cn ¢l
sucfio, ya que plantea el mejoramiento de un perfil hipnografico dptimo. Asimismo, es de duracion
limitada para producir sccuelas residuales de consideracion sobre las medidas objctivas y subjetivas
de la atencién diurna.

16. Evaluaciones més sofisticadas de los cfectos de los ligandos exdgenos podrian d=scubrir
acciones mds sutiles del mejoramiento GABAérgico que producen.

17. Algunos de los cambios observados en cl suefio noctumo y los efectos restduales sobre
la atencidn diurna mediados por ¢! GABA,/BZR, dependen de los diferentes sitios activados.

18. Quiza el GABA,/BZR puede regular de manera homcostitica su umbral de
funcionamiento en respucsta a su estimulacion, interactuando con ofros sistemas neurotransmisores
y posiblemente con un ligando enddgeno del receptor de BZ, cuya actividad intrinseca es
controvertible.

19. La estimulacién subumbral o supraumbral del GABA /BZR, muestra la importancia de
preservar el ajuste preciso entre los sistemas neurales excitadores ¢ inhibidores que participan en los

mecanismos centrales que regulan diversos estados neurobioldgicos y cognitivos,
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