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Summary

Benzodiazepines (BZ)} have well known effects on most
human sleep variables, but the underlying mechanism for
their effect on rapid eye movements (REM} has not been fully
understood. At present, the mechanism of action of BZ may
be explained by their binding to selective sites localized in the
central nervous system (CNS) and in the periphery, as well as
the interaction with the receptors for neuromodulators such
as adenosine (AD).

The present study was carried out to determine which of
the binding sites described for BZ may play a role in the
modifications observed with BZ in paradoxical sleep (PS) and
REM.

Thirty two healthy volunteers of both sexes were studied
under three different treatments, to determine the participa-
tion of flumazenil (FLU), an antagonist of central BZ recep-
tors, PK 11195 (PK), an antagonist of peripheral BZ recep-
tors, and caffeine (CAF), an antagonist of AD postsynaptic
receptors, in the observed modifications on PS variables,
generally brought about by the BZ.

The results show that the BZ studied, flunitrazepam and
clonazepam, decreased the number and REM density
(REMD), while FLU, PK and CAF were not capable of revers-
ing this effect. Moreover FLU showed a tendency to decrease
the REMD as an intrinsic effect.

The results show that the AD receptors are probably not
involved in the modulation of REM, and indirectly suggest
that the supramolecular complex {BZ-receptor, GABA-recep-
tor and chloride channel) may participate in the modulation of
REM. However, further studies, involving more specific
ligands, would be required to confirim this interpretation.

Resumen

Las benzodiazepinas (BZ) tienen efectos sobre algunas de
las variables del suefio en el hombre, pero el mecanismo por
el cual modifican los movimientos oculares répidos (MOR),
que ocurren durante el suefio paradéjico {SP), no esta sufi-
cientemente descrito. El mecanismo de accién de las BZ pue-
de explicarse por su interaccion con sitios de unién selectivos
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localizados en el sistema nervioso central (SNC) y en la peri-
feria, o por su interaccién con los receptores descritos para
neuromoduladores como la adenosina (AD).

El presente estudio se realiz6 para tratar de distinguir far-
macoldgicamente cual de los posibles sitios de unién descri-
tos para las BZ participan en las modificaciones observadas
con las BZ en el SP y en los MOR.

Treinta y dos sujetos voluntarios sanos, de uno y otro sexo,
fueron estudiados bajo tres diferentes condiciones experi-
mentales, para determinar la participacion del flumazenil
(FLU), un antagonista de los receptores centrales a las BZ, el
PK 11195 (PK), un antagonista de los receptores periféricos
a las BZ y la cafeina {CAF), un antagonista de los receptores
postsinapticos a la AD, en las modificaciones del SP que
generalmente inducen las BZ.

Los resultados muestran que las BZ estudiadas, flunitraze-
pam y clonazepam, disminuyen el niamero v la densidad de
MOR (DMOR) y que el FLU, el PK y la CAF no revierten este
efecto. Méas adn, el FLU tiende a disminuir la DMOR como un
efecto intrinseco.

Los datos obtenidos muestran que los receptores a la AD
probablemente no participan en la regulacion de los MOR e
indirectamente sugieren que el complejo supramolecular
(receptor a BZ, receptor a GABA y canal de cloro) puede parti-
cipar en la modulacién de los MOR, aunque es necesario rea-
lizar otros estudios con ligandos mas especificos, para poder
confirmar esta interpretacion.

Introduccion

Las benzodiazepinas (BZ) tienen efectos sobre algu-
nas de las variables del suefio en el hombre, pero
todavia no se ha aclarado cuél es el mecanismo involu-
crado (20). Mas aln, el efecto de las BZ sobre los
movimientos oculares rapidos (MOR) no esté suficien-
temente estudiado, aceptdndose generalmente que
las BZ tienden a disminuir la densidad de MOR
(DMOR). Desafortunadamente, en los estudios realiza-
dos con el propésito de evaluar los efectos de los far-
macos sobre el suefio, frecuentemente se olvidan de
incorporar a la DMOR como una variable con una
importancia similar a aquellas que regularmente se
estudian bajo el efecto de BZ, como la latencia al sue-
fio paraddjico (SP), la disminucién del SP y el aumento
de la fase Il de suefio de ondas lentas (SOL), a pesar
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de varias razones para considerar que la DMOR, como
otras variables de los estados de suefio, tiene un subs-
trato bioguimico, por lo que no deben ser observados
en forma superficial (16, 38).

Varios estudios muestran que los MOR son modifi-
cados por diferentes farmacos psicotropicos. Lavie
(22) informa que el tratamiento crénico con levodopa,
en pacientes con Enfermedad de Parkinson, provoca
un aumento de la DMOR. Los farmacos antidepresivos
modifican también la DMOR en los sujetos normales
(26). En los pacientes deprimidos, sin embargo, estas
modificaciones dependen del patrén observado antes
del tratamiento y pueden predecir la respuesta a estos
farmacos (15, 40). Estos pacientes, en general, mues-
tran un aumento significativo de la DMOR (7, ).

De acuerdo con los hallazgos actuales, las BZ inte-
ract(ian con sitios de union especificos de alta afinidad
(receptores a BZ), que han sido identificados en el sis-
tema nervioso central (SNC) con técnicas convencio-
nales de radioligandos (3, 4, 25). Se han descrito dos
tipos de receptores a las BZ: los centrales y los perifé
ricos. Los receptores centrales a las BZ se encuentran
acoplados al receptor del 4cido gamma-aminobutirico
(GABA) y al canal de cloro. Este acoplamiento se cono-
ce como el complejo supramolecular del receptor a las
BZ. Este complejo es mas sensible al GABA en el cere-
belo que en el hipocampo (34, 39); mientras que los
receptores periféricos o los sitios de unién a las BZ no-
neuronales, también observados en el cerebro (8, 23,
24, 33), probablemente no estan acoplados al recep-
tor del GABA (27). Los sitios de unién a las BZ de tipo
periférico fueron inicialmente observados en el rifion y
en otros 6rganos (3). Sin embargo, la funcién de estos
receptores es poco conocida (18).

El aislamiento de las imidazodiazepinas, que actiian
como antagonistas de los receptores centrales a las
BZ, aporté una poderosa herramienta para el estudio
del mecanismo de accién de las BZ y planteé la posibie
existencia de ligandos enddgenos para los receptores
a las BZ (21). Sin embargo, casi no se han encontrado
efectos farmacoldgicos con estos compuestos, y los
efectos encontrados son discretos (6, 18).

Por otro lado, Phillis y cols., {29, 30} propusieron
que uno de los mecanismos de accién de las BZ es el
de inhibir la recaptura celular del neuromodulador
adenosina (AD). Esta hip6tesis se apoya en el hecho
de que la cafeina (CAF), un antagonista de los recepto-
res postsinapticos a la AD, antagoniza varios efectos
del diazepam (31}, si bien este mecanismo observado
en estudios bioquimicos, aparentemente no participa
en los efectos clinicos de las BZ.

El presente estudio se realizé para tratar de estable-
cer farmacolégicamente cual de los receptores descri-
tos para las BZ esta mas relacionado con las modifica-
ciones observadas en el SPy en los MOR. Para esto, se
utilizaron dos BZ: el flunitrazepam (FNZ)}, que tiene
una misma afinidad por ambos receptores a las BZ (5,
35, 37) y el clonazepam (CNZ), que tiene una mayor
afinidad por los receptores centrales (32, 33), y se
analizé si producian modificaciones en el SP y en la
DMOR, similares a las reportadas para las BZ en gene-
ral (10, 20). También se examiné si algunas de estas
modificaciones podian ser revertidas por el antagonis-

ta central de las BZ, el flumazenil (FLU) (21), o por el
PK 11195 (PK), un compuesto nuevo sin relacion qui
mica con las BZ, que actlia sobre los sitios de unién a
las BZ de tipo periférico {23, 24). Asimismo, se estu-
di6 el efecto de la CAF, un antagonista de los recepto-
res postsinépticos a la AD (28), con el fin de analizar si
la AD esté involucrada en las modificaciones provoca-
das por las BZ.

Métodos

En este estudio participaron treinta y dos volunta-
rios sanos de uno y otro sexo. El margen de edad fue
de 19 a 29 afios. Los sujetos se seleccionaron des-
pués de una entrevista en la que se les practicé una
historia clinica detallada, seguida de un examen clinico
y pruebas de laboratorio (hematologia, quimica san-
guinea, examen de orina y pruebas de embarazo para
las mujeres). Todos los sujetos tenian buena salud fisi-
ca y no tenian antecedentes de enfermedades graves,
de traumatismos o de crisis convulsivas. No mostra-
ban evidencia de alteraciones psiquiatricas actuales o
anteriores y sus habitos de suefio eran normales; no
ingerian sustancias psicotrépicas o psicodislépticas. A
los sujetos se les permitié continuar consumiendo
café y alcohol, dentro de los indices razonables.

Después de explicarles el propdsito del estudio en el
que estuvieron de acuerdo en participar, firmaron una
forma de consentimiento y recibieron instrucciones
para mantener un estilo de vida regular, evitar las sies-
tas, disminuir el ejercicio y evitar los habitos irregula-
res de suefio, asi como el consumo excesivo de café,
alcohol, refrescos de cola o tabaco.

Los sujetos se asignaron en forma aleatoria a tres
diferentes grupos experimentales, y de acuerdo con la
técnica doble ciego, al momento de acostarse se les
administraron los farmacos a las siguientes dosis:

a) Flumazenil a la dosis de 100 mg, flunitrazepam a la
dosis de 2 mg y la combinacién flumazenil mas flu-
nitrazepam (n = 12 sujetos).

b} PK 11195 a la dosis de 100 mg, flunitrazepam a la
dosis de 2 mg y la combinacién PK 11195 mas flu-
nitrazepam (n = 8 sujetos)}.

c) Clonazepam a la dosis de 1.5 mg, cafeina a la dosis
de 4.6 mg/kg y la combinaciéon clonazepam mas
cafeina (n = 12 sujetos).

A cada grupo experimental se le administraron los
farmacos a la misma hora; en las combinaciones se
usaron las mismas dosis que cuando se administraba
un solo fdrmaco, y los tratamientos y registros se
espaciaron por lo menos quince dias entre uno y otro.

A los sujetos de los tres grupos experimentales se
les registr6 durante tres sesiones después de cada
uno de los tratamientos descritos arriba, utilizando las
técnicas de monitoreo convencional del suefio. Cada
una de las tres sesiones consistié en 3 noches conse-
cutivas: una noche con placebo prefarmaco, una
noche con farmaco y una noche con placebo post-far-
maco. Cada sesién fué precedida de una noche de
habituacién, en la que no se llevaron registros.
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Fueron utilizados el electroencefalograma (EEG), el
electrooculograma (EOG) y el electromiograma (EMG).
Los movimientos oculares se registraron con electro-
dos colocados sobre el canto externo de ambos ojos.
El potencial del movimiento ocular se amplifico con las
caracteristicas siguientes: constante de tiempo de un
segundo, ancho de banda de 0.16-15 cps y una
amplitud de 200 mV/50 mcV. El suefio se registro en
cintas magnéticas y las cintas fueron analizadas con
un sistema previamente descrito por Gaillard y Tissot
(11). La sefial del EOG se analizd con un detector elec-
trénico que es parte del sistema (11), y los movimien-
tos oculares rapidos (MOR) se detectaron usando un
umbral de amplitud de 37.5 mcV y una ventana
umbral de 0.5 mcV/segundo.

Las densidades de MOR (DMOR]) se calcularon por
el método de regresion polinomial (12), la cual descri-
be la evolucion de las DMOR en cada episodio de sue-
fio paradéjico (SP) con respecto al tiempo.

Las variables cuantificadas fueron:

a) El namero de los episodios de SP durante la noche.

b) La duracién total de cada episodio de SP y el tiempo
total del SP a lo largo de la noche.

c) El nimero total de MOR en cada episodio de SP y
en toda la noche.

d) La DMOR durante cada episodio de SP y durante
toda la noche. La DMOR se definié como la relacion
entre el niimero de MOR vy la duracién total de SP.

Estas variables se analizaron en todas las condicio-
nes, y las comparaciones se hicieron con la prueba de

analisis de varianza (ANOVA) de una via. Las diferen-
cias significativas se establecieron a p < 0.05. En los
casos en los que el ANOVA resultd estadisticamente
significativo se utilizé la prueba de la menor diferen-
cia significativa (MDS) a un nivel de significancia de
p < 0.05 (36).

Resultados

Como se puede observar en la tabla 1, de las BZ
estudiadas, el FNZ disminuyd significativamente los
episodios de suefio paraddjico (ESP) cuando se com-
pard con el grupo placebo prefarmaco, con el CNZ, con
el FLU y con la CAF. El PK también disminuyé los ESP
cuando se compard con el FLU y la CAF. La combina-
cion PK mas FNZ mostré la misma disminucion de los
ESP que se observé cuando se administro sélo el FNZ;
incluso fué menor a la observada con la administracién
de la combinaciéon FNZ-FLU.

La duracién del suefio paradéjico (DSP) disminuyé
bajo la administracion del CNZ, cuando se compard
con el FLU y el PK. La combinacién PK-FNZ también
mostré una disminucion de la DSP cuando se compard
con el PK y el FLU. La administracién combinada del
CNZ y la CAF mostrd una disminucién significativa de
la DSP cuando se compard con el placebo prefarmaco
y con los tres antagonistas estudiados (tabla 1).

Tanto el FNZ como el CNZ disminuyeron la densi-
dad de los movimientos oculares rapidos (DMOR).
Este efecto no fué revertido por ninguno de los anta-

TABLA 1
Modificaciones en los episodios del suefio paraddjico, en la duracién del suefio para-
déjico y en la densidad de los movimientos oculares rapidos inducidas bajo la adminis-
tracién de agonistas y antagonistas de las benzodiazepinas (n = 32). (Promedio * des-
viacion estandar).

Tratamiento Episodios de SP Duracién del SP Densidad de MOR
Placebo
prefarmaco 470 £+ 0.83 107.71 £ 21.07 6.06 £ 3.98
*abc *cd
Flunitrazepam 4.10 £ 0.94 98.95 + 29.45 259 + 246
bc *cd
Clonazepam 467 £ 0.75 93.33 £ 25.51% 264 + 2.69
c
Flumazenil 483 + 0.90 109.33 £ 23.59 4.38 3.22
bd
PK 11195 425 + 0.66 109.38 £ 25.12 7.58 3.60
Cafeina 482 + 0.83 104.82 + 19.84 6.08 3.77
Flumazenil + *bed
Flunitrazepam 450 £ 1.12 102.33 = 36.28 2.06 2,01
PK 11195 *abde be *cd
Fiunitrazepam 3.88 + 0.60 93.75 £+ 14.56 280 + 1.82
Clonazepam *bcd *cd
+ Cafeina 436 + 0.77 88.64 + 23.13 3.35 + 2.33
Comparaciones con  Placebo prefarmaco *p ¢ 005
Clonazepam ap ¢ 005
Flumazenil bp ¢ 005
PK 11195 cp ¢ 005
Cafeina dp ¢ 005
Flumazenil + Flunitrazepam ep ( 005
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gonistas de las benzodiazepinas (BZ). Mas aln, se
observé que el FLU, antagonista de los receptores
centrales a las BZ, produjo una moderada disminucion
de la DMOR cuando se comparé con el antagonista de
los receptores periféricos a las BZ. Se puede observar
que la CAF, un antagonista de los receptores a la
adenosina, no modificd ninguna de las variables estu-
diadas; en la administracién combinada, solo influyd
sobre la disminucién de la DSP, probablemente como
un efecto aditivo, ya que esta disminucion no fue
observada en forma clara cuando se administré solo
CNZ.

La evolucién de la DMOR a lo largo de la noche se
describe a través de la regresion polinomial (figura 1).
El FNZ administrado solo o en combinacion con el
antagonista, disminuyd la evoluciéon de la DMOR. Se
hace notar que la regresién polinomial de FNZ mas
FLU esté sobrepuesta totalmente a la de FNZ. La otra
BZ, el CNZ, administrado solo o con la CAF tiene un
efecto similar al del FNZ.

La figura 1 muestra que la evoluciéon de las DMOR
no se modifico ni por el PK ni por la CAF, pero el FLU
mostré una evolucién diferente a la observada con el
placebo pre-farmaco. Los resultados no mostraron
ninguna correlacion significativa entre el nimero de
MOR y la duracién total de SP, en ninguna de las situa-
ciones experimentales.

Discusion

Los efectos del FNZ y del CNZ sobre el suefio,
observados en este estudio, concuerdan con las
observaciones anteriores del grupo de Gaitlard emple-
ando otras BZ (13,14). Estos efectos cumplen tres
condiciones: disminucion en el nimero de ESP, dismi-
nucién en la DSP (13,14) y una disminucién en el
namero de la DMOR. Este Ultimo efecto esta probable-
mente relacionado con las concentraciones plasmati-
cas de los fa&rmacos en el organismo, ya que éste no
fué observado en las noches posteriores a la adminis-
tracién de los farmacos. De acuerdo con los hallazgos
de Aserinsky (2), no se encontrd una correlacién direc-
ta entre el nimero de MOR y la DSP. Esto puede suge-
rir que estan involucrados dos mecanismos diferentes
en la produccién del SP y en la de los MOR, por lo
menos cuando se toma en cuenta para estos parame-
tros la evolucién de toda la noche. Esta interpretaciéon
se apoya en la observacion de que el FLU es capaz de
antagonizar la disminucién provocada por el FNZ en el
namero de ESP, pero es incapaz de revertir la disminu-
cion de la DMOR, como se esperaria de un antagonista
central de las BZ. Zimmerman y cols. (41) también
sugieren diferentes mecanismos para la DMOR y qui-
Zas para otras actividades fasicas del SP, que pueden
estar mas directamente involucrados con el proceso
del suefio per se, en particular los osciladores endége-
nos que controlan la ritmicidad del SP. Los resultados
de Antonioli (1) también sugieren la relativa indepen-
dencia de la DMOR de otros pardmetros del SP.

Bajo la hipétesis de que el FNZ se une a los dos
tipos de receptores a las BZ (centrales y periféricas) y
de que el FLU se une sélo a los receptores centrales de
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FIGURA 1. Tendencias de las densidades de MOR en los

episodios sucesivos de suefio paradéjico {regresion cur-

vilinear) bajo la administracion de:

a) Flumazenil, flunitrazepam y flumazenil més flunitra-
zepam (N =12).

b} PK 11195, flunitrazepam y PK 11195 mas flunitraze-

pam (N = 8).
c) Clonazepam, cafeina y clonazepam més cafeina
(N =12).

La regresién curvilinear de flumazenil mas flunitraze-
pam muestra la misma curva que flunitrazepam.

las BZ, se podria suponer que los llamados receptores
periféricos, que se encuentran en el SNC (27) (espe-
cialmente en la glia), participan en las modificaciones
de los MOR. Sin embargo, los resultados obtenidos
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con el antagonista de los receptores a las BZ de tipo
periférico, el PK, no apoyan esta hipdtesis. Méas adn, la
disminucién de los ESP podria sugerir la presencia de
una sustancia endégena que actuara directamente
sobre los receptores centrales, al estar ocupados los
receptores periféricos; o bien, que las propiedades far-
macologicas del PK fueran de tipo agonista-antagonis-
ta. La ausencia de efecto de la CAF sola, y la ausencia
de interaccién con el CNZ, puede indicar que los
receptores a la AD probablemente no estan involucra-
dos en el efecto de las BZ sobre la modulacién de los
MOR, como sugieren Phillis (29, 30) y Polc (31) para
los efectos generales de las BZ.

Los resultados del presente estudio sugieren que el
complejo supramolecular (receptor a BZ, receptor a
GABA y canal de cloro), puede participar en la modula-
cién de los MOR. Asi también, la combinacion del FNZ
y el FLU facilita la disociacion del efecto de BZ sobre el
SP y sobre los MOR. Esta disociacion no esté relacio-
nada con la activacion de los receptores periféricos de
las BZ, dado que el PK no modifica el efecto del FNZ.
Sin embargo, este resultado hace pensar en la posibili-
dad de que exista una heterogeneidad de los recepto-
res centrales a las BZ. Hasta donde se sabe actual-

mente, esta heterogeneidad probablemente no se
debe a las diferencias en la parte proteolitica del recep-
tor, pero posiblemente puede estar relacionada con la
glicosilacién, que puede ser heterogénea en varias
areas del cerebro (19).

Otra alternativa para explicar los hallazgos del pre-
sente estudio puede ser la involucracién del naGmero
de receptores presentes en la membrana neuronal de
las células implicadas en la regulacién del SPy en lade
los MOR. Si el nimero de receptores a las BZ es mayor
en las neuronas responsables de los MOR que en las
responsables del SP, se puede considerar que es mas
dificil antagonizar el efecto de las BZ dentro del siste-
ma de los MOR.

Ademas los resultados del presente estudio sugie-
ren que el GABA puede estar involucrado en la regula-
cion de los MOR, por medio del complejo supramole-
cular, aungue seria necesario llevar a cabo otros estu-
dios con los compuestos recientemente desarrollados,
que muestran propiedades agonistas y antagonistas
mixtas, para poder establecer esta hipdtesis.

Es posible que las modificaciones de los MOR refle-
jen mas claramente el efecto ansiolitico de los farma-
cos que las modificaciones observadas sobre el SP.
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