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I BENZODIACEPINAS

A) Introduccidn

En 1930, Sterbach en Cracovia, obtuvo las "hepto-
Xi-diazepinas, pero fue en 1955 en 1los 1laboratorios
Hoffman-La Roche, cuando realizando un ‘'screening"
de nuevos tranquilizantes, se estudia la posible utili-
dad terapeGtica de estas sustancias.

En 1957-58, se sintetiza el Ro-5-0690 o clordia-
cepoxido, que tenia efectos sedantes y relajantes
musculares en animales de laboratorio. Desde su apari-
cién en el mercado, estos compuestos suscitaron un
gran interés y una prueba del mismo es el incremento
de la literatura cientifica mundial sobre las benzodia-
cepinas de 1960 a 1979 (Fig. 1).

El clordiacepdxido se comercializé en los Estados
Unidos en 1961 y a partir de é1, se investigaron varios
miles de compuestos similares de los cuales s6lo unos
pocos se utilizan en terapelGtica. En 1964, se introduce
el diacepan, que ocupa el primer lugar en el consumo
mundial de ansioliticos y en 1965 el oxacepan. Poste-
riormente fueron apareciendo las distintas benzodiace-
pinas que actualmente se emplean en terapelGtica, no
habiéndose dejado de investigar como 1lo prueba la
aparicion recientemente de 1las 1,5 benzodiacepinas,
las triazolobenzodiacepinas y por ultimo las trienodia-
cepinas.

La introduccidén de las benzodiacepinas desplazd
a los barbituricos y al meprobamato de sus usos en
la ansiedad y el insomnio. La Tabla 1, muestras las
diferencias fundamentales en cuante a las acciones,

de los diferentes farmacos ansioliticos.




Fig.

l1.- Incremento anual en la literatura sobre

benzodiacepinas (148).




Tabla 1. Diferencias fundamentales entre los principales ansioliticos 62)

Relacidén ansiolisis/sedacidn
Relajacién muscular
Actividad anticonvulsivante
Duracidon de la accidn
Tolerancia

Dependencia fisica
Alteraciones del suefio

Riesgo de suicidio-

Benzodia- Meproba- Hidroxi- Fenobar-
cepinas mato : cina bital
++ ++ + +
+++ ++ 0 +
+++ ++ - +++
¥

+++ + + . +++
+ +++ 0 ++
+ +++ ) +

*
+ ++ ++ ++
0] +++ ++ +++

Segin el

preparado y la dosis




B) Estructura quimica general y clasificacioén.

El nombre de benzodiacepinas define con exactitud
la estructura basica de estos compuestos (Fig. 2). En
efecto en ella hay condensados dos anillos, uno de los
cuales es un benceno y el otro es una diazepina, hetero
ciclo heptagonal con dos atomos de nitrogeno. El nucleo
fundamental es el benzodiacepinico, salpicado de gran
numero de radicales. La mayoria de las benzodiacepinas
poseen los atomos de nitrogeno en posiciones 1 y 4
(Fig. 2), aunque recientemente se han introducido las
1,5 benzodiacepinas (Fig. 3). Los &atomos de dicho nua-
cleo basico donde suele haber sustituciones son los si-
guientes (35,62,71): V

Sustituciones en N-1:

La introduccién de un radical carbonilo aumenta
la potencia ansiolitica, aunque este radi-cal no es
esencial para la actividad farmacolodgica, determina en
buena manera las caracteristicas farmacocinéticas del
compuesto.

Hay aumento de la actividad del compuesto si exis
te sustitucidén por un grupo metilo; otras sustituciones
como la 1-etil, 1-alquil, l-acetil y 1l-ciclopropil son
menos activas. El derivado l-acetamido, posee menor ca-
pacidad de relajacidn muscular y propiedades sedantes,
aunque mantiene los efectos anticonvulsivantes. Los gru
pos hidroxi y metoxi reducen la potencia y también 1la

toxicidad al facilitar la conjugacion.

Sustituciones en C-2 (R2):

Suele presentar un grupo carbonilo, que no es im-

prescindible para la actividad ansiolitica.




Fig. 2.-Estructura quimica del nicleo basico
de benzodiacepinas 1,4.

cl N
0

Fig. 3.- Benzodiacepinas 1,5 (Clobazan).




La halogenacién en esta posicidén eleva la potencia del
compuesto, mientras que las sustituciones de grupos

grandes reducen la actividad.

Sustituciones en C-3 (R3).

Habitualmente sin sustituir, la introduccidén de
un radical hidroxilo facilita su eliminacién al hacer

al compuesto mas polar.

Sustituciones en N-4.

De las benzodiacepinas 1,4, s6lo el clordiacepdxi
do muestra una sustitucién del N por un O y en las 1,5
por un grupo ceténico.

La reduccién del doble enlace 4=5, reduce la acti

vidad farmacoldgica.

Sustituciones en C-7 (R7).

La sustitucidén en 7, por un grupo o un atomo cap-
tador de electrones aumenta la actividad de la molécula,
Todas las benzodiacepinas presentan sustituciones (bro-
mo, cloro, nitrogeno) en esta posicidn, que reducen su
actividad. La 7-trifluorometilacidén repercute en un au-

mento de la potencia. Los anélogosuR7 = H, CH3, SCHB, o

SOCH3 son menos activos.

Otras sustituciones.

Las sustituciones en posiciones 6, 8 y 9 reducen

la actividad del compuesto.

Por tanto 1las diversas sustituciones provocan
cambios en :
- el espectro relativo de los efectos centrales: ansio-
lisis, sedacibn, miorrelajacidén, hipnosis, etc.

- la potencia farmacologica en cada uno de dichos efec-




tos.
- las propiedades farmacocinéticas, con repercusidén en
la distribucidén del compuesto y la duracidén de la ac-
cién.

Lg Tabla 2, representa la estructura quimica de
las principales benzodiacepinas 1,4. Otras benzodiace-
pinas 1,4 serian : camacepéan, clonacepan, halacepan,
medacepan, pinacepan, pracepan, tetracepén, etc. Tam-
bién benzodiacepinas 1,4 pero que afiaden otros grupos
quimicos en su estructura son las Oxazolobenzodiacepi-
nas y las Triazolobenzodiacepinas, que se representan
respectivamente en las figuras 4 y 5 .

Cambiando el anillo A del nlcleo clasico benzo-

diacepinico 1,4, obtenemos el Clotiacepan que seria una

Tiofendiacepina 1,4 (Fig. 6) y el Brotizolam, también

tiofendiacepina 1,4, pero que lleva afiadido un nicleo
triazolo (Fig. 7). Finalmente en la figura 8 se repre-

senta el Tofisopan, benzodiacepina 3,4.




Tabla 2. Estructura quimica de las principales 1,4 benzodiacepinas (62).
L]
Compuesto N1 R2 R3, C4 R2 R7
Bromacepan N-H =0 -H N -Br
OH

Cloracepato N-H =O-——<OK -COOK N--0 -C1
dipotasico
Diacepan N-CH3 =0 -H -C1
Flunitracepan N—CH3 =0 -H -F -NO,,
Fluracepan N-CH,-CH,-R* =0 -H -F -C1
Loracepan N-H =0 -OH -C1 -C1
Lormetacepéan N--CH3 =0 -OH -C1 -C1
Nitracepan N-H =0 -H -NO,
Oxacepan N-H =0 -OH -C1
Temacepan N--CH3 =0 ~-OH -C1

R* = N<C S

g




~ Fig. 4.- Oxazolobenzodiacepinas
]

R §2

oxazolan -CHS -H

cloxazolan -~-H -C1

Fig. 5.- Triazolobenzodiacepinas

R R,
alprazolan -—CH3 -H
estazoléan -H -H
triazolan —CH3 -C1

midazolan —CH3 -F

R
-C1
-C1
-C1

-C1
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CHy —CHy

Fig. 6.- Tiofendiacepina 1,4
(Clotiazepéan)

Br

Fig. 7.- Tiofendiacepina 1,4 con
’ ntcleo triazolo
(Brotizolan)

(M50

C“QO

Fig. 8.- Benzodiacepina 3,4
(Tofisopan)

cl




11

C) Propiedades fisicoquimicas de las benzodiacepinas.

Son polvos de color blanco amarillento. Su hidro-
solubilidad es variable, practicamente nula en las 1ip9
solubles y elevada en las que poseen radicales alcoho-
licos o acidos en el niGcleo diacepinico.

El caracter basico les podria conferir teorica-
mente 1la propiedad de formar sales acidas, pero de
ellas s0lo es estable la del clordiacepdxido.

Su estabilidad es aceptable en general, aungue
el cloracepato se altera por la luz. En medio acuoso
son inestables por lo que las que precisan solucidén a-

cuosa han de prepararse de forma extemporanea (158).
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D) Farmacocinética.

Es muy variable de unas benzodiacepinas a otras
y no existe un esquema comun. Veanse las tablas 3 y 4.
Fundamentalmente las diferencias se establecen entre
las benzodiacepinas hidrosolubles y las ‘liposolubles
(48, 72, 79, 158): . _ _

Las muy 1liposolubles (clordiacepdéxido, diacepan)
se absorben completamente por via oral. Algunas como
el diacepan y afines, presentan una biodisponibilidad
equivalente o superior por via oral que por via i.m.
(Figs. 9 y 10). Una excepcién del grupo es el oxacepan
que se absorbe por via oral de forma mas lenta y con
una biodisponibilidad més baja que las demas. Las hidro
solubles tienen una absorcién oral mas pobre.

El tiempo en que se realiza la absorcidn es muy
répido en las benzodiacepinas liposolubles y mas lento
en las hidrosolubles. El1 flunitracepan, diacepéan, esta-
zoldn y triazolédn (liposolubles), presentan una absor-
cidén rapidisima, de manera que las concentraciones ma-
ximas se obtienen de 0.5-2 horas después de la adminis-
tracidén. Con las hidroxi-benzodiacepinas (oxacepéan, clo
racepato, loracepan y lormetacepan) la absorcibén es mas
lenta y las concentraciones maximas se alcanzan entre
las 3 y 6 horas post-administracidn.

Por via i.m., las hidrosolubles, se absorben bien
y de forma rapida, mientras que las liposolubles 1o ha-
cen de un modo lento y erratico.

En la via rectal, la absorcidén es inferior a la
oral y variable segin el sujeto.

Todas las benzodiacepinas se unen a proteinas, en con-
creto a la albimina y esta unidn varia desde un pequefio

porcentaje para el fluracepan hasta casi el 99% para




Tabla 3. Caracteristicas farmacocinéticas de las principales benzodiacepinas(62 )

tmax vd (%)* th Principales metab. activos
Bromacepan 1 70 20-60 3-hidroxibromacepan
Clobazan 1-4 90 9-30 Norclobazan
Clordiacepoéxido 1-4 0.3-0.6 94-97 5-30 Norclordiacepodxido
Nordiacepan,Oxacepan
Desmetildiacepan 0.9-1.3 97 51-120 Oxacepan
(Nordiacepan)
Diacepan 0.5-2 0.95-2 96-98. 20-70 Nordiacepan,Oxacepan
. Temacepan
Flunitracepan 1 15-30
Fluracepan 1 3-4 51-100 N-desalquifluracepan
3-H-N-desalquilfluracepan
Loracepan 1-2 0.7-1 85 10-20
Oxacepéan 1-4 0.6 87-90 4-13
Triazolan 1 5-10
tmax = horas en que se aprecia la maxima concentracidén después de la administracidn

Vd = volumen aparente de distribucidén. Expresado en 1/Kg )

t)h = vida media bioldgica

*

fijacidn a proteinas plasmaticas

€1



Tabla 4. Resumen de las propiedades farmacocinéticas de las nuevas
benzodiacepinas (73).

Farmaco Via metabdlica Metabolito activo Vida media
Clobazan Oxidacion(DM) Clobazan-Desmetil- Larga
clobazan
Halacepan Oxidacidén(A) Desmetildiacepan Larga
(Halacepan) (Corta)
Ketazolan Oxidacidén(OH) Desmetildiacepan Larga
Alprazolan Oxidacidén(OH) Alprazolan Intermedia
Temacepan Conjugacidn Temacepan Intermedia
Lormetacepan Conjugaciodn Lormetacepan Intermedia
Clotiacepan Oxidacidon(OH,DM) Clotiacepan Corta-Interme
Hidroxiclotiacepéan dia
Desmetilclotiacepan
Midazoléan Oxidacidén(OH) Midazolan Ultra-Corta
Triazolan Oxidacidén(0OH) Triazolan Ultra-Corta
Brotizolan Oxidacion Brotizolan Ultra-Corta

DM = Demetilacidén; DA = Desalquilacidén; OH = Hidroxilacidn

1
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oral
——— 1 .M.

nivel en plasma
(mcg/ml)

48P 24 36

horas después de 1la dosis

Fig. 9.- Estudios farmacocinéticos de niveles

plasmaticos de clordiacepédxido.
(173)

nivel en plasma
(mcg/m1)

0 05 10 20 . 40

horas después de la dosis

Fig. 10.- Estudios farmacocinéticos de niveles
gg%ﬁméticos de diacepan.
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el diacepan. El grado de union estd directamente rela-
cionado con la liposolubilidad del compuesto. La compe-
tencia por la fijacidén a proteinas plasmaticas con o-
tros medicamentos parece no tener trascendencia clini-
ca, no obstante, algunos trabajos (33) muestran que en
terapettica concomitante con digitalicos, las benzodia-
cepinas inducen un incremento en la vida media de elimi
naciéon y disminucidén de la excrecidn urinaria de digo-
xina; probablemente producido por un efecto cooperativo
que las benzodiacepinas ejercen sobre la unién a pro-
teinas plasmaticas de la digoxina.

No parece tampoco existir correlacidon entre 1los
niveles plasmaticos de las benzodiacepinas y sus efec-
tos farmacoldgicos, ello podria deberse, entre otros
factores, a la presencia de metabolitos activos y a la
elevada fijacién a proteinas de algunos compuestos (13),

La distribucién es rapida y a favor de la alta
liposolubilidad de los compuestos atraviesan bien 1las
barreras hematoencefalica y placentaria. El1 comporta-
miento cinético de casi todas las benzodiacepinas se
ajusta a un modelo bicompartimental abierto, aunque las
mas liposolubles como el flunitracepan se adaptan mejor
a uno tricompartimental y otras como el triazoldn a uno
monocompartimental (158).

Una vez que alcanzan la circulacidn son rapidamen
te captadas por la sustancia gris del encéfalo, a 1lo
que sigue una fase mas lenta de redistribucidén en la
sustancia blanca y en el tejido adiposo. Esta fase len-
ta varia, segin el compuesto, desde once minutos hasta
doce horas. Una vez finalizada, el volumen de distribu-
cién es muy grande, siendo mayor en las liposolubles
Yy en la mujer. (

Trids la administracién i.v. de benzodiacepinas,

el descenso de sus concentraciones sanguineas ocurre
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en dos fases (120) :
1) Fase de distribucidn en los tejidos.
2) Fase de eliminacidn.
Ello se expresa con la siguiente ecuacidon exponencial,
correspondiente a la distribucién del medicamento en
dos compartimentos :

C=Ae_‘<t+Be—Bt

.

Siendo A la ordenada correspondiente a la concentracion
inicial del farmaco en el compartimento central o plas-
matico y B la relativa a la concentracién del mismo
farmaco una vez distribuido al compartimento periférico
(o resto de tejidos). ®X y B , representan las respecti-
vas constantes de eliminacidn.

El compartimento central comprende la sangre, los
tejidos mas vascularizados (corazdén, higado, pulmones,
glandulas) y el SNC. El1 periférico incluye los tejidos
menos vascularizados (masculos, grasa, hueso, etc.).

Cuando el farmaco se administra por otra via dis-
tinta de la i.v., se suma a las anteriores una fase de
elevacidon de las concentraciones sanguineas’que se co-
rresponde a ia absorcidén, en la cual las concentracio-
nes sanguineas son crecientes.

El descenso inicial (fase o ) corresponde a la
distribucién del medicamento en los tejidos y es mas
o menos réapido segin 1la benzodiacepina considerada.
Cuanto mas rapida sea esta fase, mas corta es la dura-
cidén del efecto farmacoldégico e incluso puede ser extre
madamente rapida si el volumen de distribucién del com-
puesto es grande (caso del nitracepan o flunitracepan).

La segunda fase del descenso (fase P ) define su
vida media y es la fase de la duracibén de la accidn del

farmaco y de sus posibilidades de acumulacidn.
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E) Metabolismo.

Las benzodiacepinas sufren intenso metabolismo
hepatico. Los enzimas implicados se localizan en la
fraccidon microsomal del reticulo endoplasmatico 1liso
'y fundamentalmente son oxidasasde funcidén mixta. La ma-
yoria de las benzodiacepinas no inducen la sintesis de
estos ni de otros enzimas responsables del metabolismo
de los medicamentos. Son una excepcidén el diacepén,
clordiacep6xido y el fluracepan, ya que inducen su pro-
pio metabolismo. Por otro lado, el metabolismo del dia-
cepan también puede inducirse por los inductores cléasi-
cos como el fenobarbital y la antipirina, siendo esta
induccidon ejercida sobre los procesos oxidativos N-des-
metilacién e hidroxilacidn; no obstante, la relevancia
clinica de este hecho no esta clara. Ademas algunas ben
zodiacepinas como el cloracepato y el fluracepan se me-
tabolizan en la pared del estdémago y del intestino del-
gado.

Muchos de los metabolitos originados poseen acti-
vidad farmacolbégica, en ocasiones superior al compuesto
original, 1o cual complica extraordinariamente tanto
su farmacocinética como sus efectos farmacoldgicos.

La biontransformacidon de las benzodiacepinas di-
fiere de la de otros farmacos que también poseen grupos
fenilicos o bencénicos, en que son resistentes a la hi-
droxilacidén de dichos anillos.

Los procesos de metabolizacidén son maltiples, aun
que los mas importantes son los que se desarrollan en
el nGcleo diacepinico. Uno de gran importancia es 1la
desalquilaciébén, que elimina el radical alquilo presente
en el N-1, sin reducir su actividad. Otro es la 3-hidro

xilacibén para las 1,4 benzodiacepinas o la 4-hidroxila-




cién para las 1,5, siendo también activos los metaboli-
tos hidroxilados.

El tercer paso es la conjugacion con acido glucu-
ronico, que los inactiva definitivamente. Los compues-
tos que no poseen grupos alquilos y que estan ya hidro-
xilados (oxacepan y loracepan) sblo se conjugan, por
lo que su inactivacién es mas rapida y su accidén mas
corta.

El metabolito méas importante es el N-desmetildia-’
cepan o nordiacepan, por tres razones (62):

1) Su vida media es superior a la de las demas benzo-
diacepinas.

2) Aparece como metabolito comin de varias benzodiace-
pinas (Fig. 11).

3) Su actividad farmacolbégica, que prolonga la accion
del compuesto primitivo.

La produccidén de norciacepan distingue a las benzodia-
cepinas en

a) las que lo producen, que seran de accidén duradera
y si su administracion es repetida y continuada se acu-
mularan tanto el farmaco original como el metabolito
activo, sumandose sus efectos y tardandose mas tiempo
en alcanzar en el plasma la fase de equilibrio. Si se
suspende la administracidén descenderan los niveles plaE
maticos mas lentamente, siendo distinta 1la velocidad
de desaparicidén para el compuesto primitivo y el meta-
bolito. En las terapeUticas crénicas los niveles del
metabolito llegan a ser superiores a los del farmaco
original (Fig. 12).

b) las que no producen nordiacepan, se caracterizan por
tener accidén corta, menor grado de acumulacién y una
mayor rapidez en alcanzar la fase de equilibrio o en
eliminarse (85) (Fig. 13).

El clobazan, la Gnica benzodiacepina 1,5, sufre
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Fig. 12.- Diagrama de las concentraciones sanguineas

durante tratamiento crénico con diacepan.

Hay acumulacidén del propio diacepan y de su

metabolito activo desmetildiacepan. Ambos

compuesto permanecen en sangre durante va-

rios dias después de suspender el tratamien
to (48).
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Fig. 13.- Diagrama de las concentraciones sanguineas
durante el tratamiento crdnico con oxacepan,

hay poca acumulacién y no existen metaboli-

tos activos (48).




N-desmetilacidén seguida de hidroxilacidén y conjugacién
(73). Su metabolito activo, el norclobazan, algo menos
activo que el clobazan, tiene una vida media casi el
doble que el farmaco original, por lo que en su adminis
tracidén crdnica alcanza niveles mas elevados.

Las nitrobenzodiacepinas tienen una vida media
intermedia y sus metabolitos son inactivos como resulta
do de una hidrolisis en posicidn 7.

Las triazolobenzodiacepinas, debido al anillo he-
terociclico en las posiciones 1 y 2, no se metabolizan
a metabolitos activos. ,

La eliminacién se lleva a cabo a través del rifién
previa conjugacidén, pero en ciertos casos una pequeiia

fraccidn se elimina por secrecibdn biliar y por heces.
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F) Modificaciones farmacocinéticas en funcidén de la e-

dad y del estado fisioldgico.

La mayoria de los estudios se han realizado con
diacepan, aunque posteriormente se han generalizado los
resultados (89, 120).

Todas las benzodiacepinas pasan con facilidad la
barrera placentaria. La concentracidén sanguinea maxima
en la vena umbilical se obtiene unos cuarenta minutos
despues de su administracién por via i.m. y doce minu-
tos después de la administracidén i.v. a la madre. Las
concentraciones en la sangre del cordon umbilical lle-
gan a ser superiores a las de la sangre materna.

En el feto se concentran especialmente a nivel
cardiaco. La administracidén de estos farmacos a la ma-
dre en la proximidad del parto, puede traer como conse-
cuencia la aparicidn del llamado "sindrome de hipotonia
en el nifio", en el cual este nace con hipotonia, hipo-
termia y depresidén respiratoria.

También pasan a la leche materna. Al sexto dig
de tratamiento se alcanzan en la leche concentraciones
equivalentes. a las plasmaticas. Ello puede repercutir
en el lactante y evidenciarse como pereza para mamar;
por ello es conveniente suspender la lactancia materna
cuando éste indicado el tratamiento de la madre con ben
zodiacepinas.

La administracidén de benzodiacepinas a las partu-
rientas no parece aumentar el riesgo de hiperbilirrubi-
nemia en el recién nacido. Estudios "in vitro" demues-
tran que estos farmacos son incapaces de desplazar a
la bilirrubina de su unidén a la albUmina del recién na-
cido, ya que su grado de unidn es cien veces mas débil

que el de la bilirrubina.
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La vida media de 1las benzodiacepinas en el feto
dependerad de su edad y del grado de madurez enzimatica
hepatica. Asi se explica la disminucidén progresiva de

la misma en el caso del diacepan:

- 75 + 4 horas en los prematuros
- 31 + 2 horas en los recién nacidos
- 18 + 3 horas en los nifios

Con la edad aumenta la vida media de algunas ben-
zodiacepinas. La del diacepan a los veinte afios es de
20 horas, mientras que a los ochenta es de 90 horas.
Este aumento se ha adjudicado a las modificaciones del
metabolismo hepatico; ya que en la insuficiencia hepati
ca estd aumentada la vida media del diacepan y clordia-
cepbxido, féarmacos que siguen procesos de oxidacidén y
por tanto influenciables por el deterioro de 1la fun-
cidén hepatica. Por tanto en los pacientes de edad y de-
bido a que los procesos de biotransformacidén estan dis-
minuidos, debemos emplear benzodiacepinas que no sufran
un incremento de su vida media y que serian aquellas
que sufran procesos de conjugacidén hepatica (no modifi-
cables por el grado de funcién del higado), tales como

bromacepan, loracepan, y oxacepéan (62).
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ITI EL RECEPTOR BENZODIACEPINICO

A) Introducciédn.

Al contrario que en otros procesos (esquizofre-
nia, depresidén, Parkinson etc.), en la ansiedad no se
han descrito altéraciones cuantitativas de los neuro-
transmisores cerebrales, ni la existencia de una disfun
cibén cerebral, aunque estos datos no descartan la posi-
bilidad de que exista alguna anomalia subyacente (26).

Uno de los mayores adelantos en la compresidn del
mecanismo de accidon de las benzodiacepinas, fue el des-
cubrimiento en 1977 de la existencia en el Sistema Ner-
vioso Central de receptores especificos para las benzo-
diacepinas. Para que las benzodiacepinas ejerzan efec-

tos tan concretos deben unirse a unos receptores espe-
.cificos a nivel central, 1localizados en las membranas
neuronales. La adicién de diacepan marcado a fragmentos
de membranas de ratas demostrd que si bien cierta canti
dad del farmaco quedaba fijado en la membrana, esto no
probaba su unién con receptores especificos. La adicidn
a los fragmentos de membrana neuronal de diacepan marca
do y flunitracepan sin marcar, puso de manifiesto que
el flunitracepan desplazaba a la mayor parte del diace-
pan marcado, que corresponderia al fijado a receptores
especificos (53, 77). Estos hallazgos reafirman la hipd
tesis de que en el Sistema Nervioso Central existen re-
ceptores especificos para las benzodiacepinas (Fig.
14).
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Fig. 14.- Investigacion llevada a cabo para
localizar los receptores de benzo-

diacepinas en fragmentos de mem-
brana{(M). Ver explicacion en texto.

(77).




B) Estructura del receptor benzodiacepinico.

Estructuralmente es una proteina de unos 200.000
daltons, localizada en las membranas neuronales. Algu-
nos estudios han demostrado en él, la existencia de dos
componentes proteicos (I y II) de 45.000 + 5.000 y
10.000 + 2.000 daltons, respegtivamente. La proporcidn
entre ambos componentes era de 1:3 aproximadamente. Re-
sultados similares se obtuvieron con filtracidén aunque
se comprobd que el componente I se convierte en el I1,
de 1o que se ha deducido que la subunidad basica del
receptor benzodiacepinico es el componente II y el I
es un polimero que forma parte de aquél (18, 40, 113,
190).

C) Localizacidén del receptor benzodiacepinico.

Mediante diacepan y flunitracepan marcados isotépicameg
te se ha demostrado la existencia en membranas neurona-
les, de sitios con una elevada afinidad por las benzo-
diacepinas (56). Estos lugares de unién, son los recep-
toes especificos que "in vivo" son probablemente respon
sables de los efectos farmacoldgicos de las benzodiace-
pinas (20, 39, 53). También se ha demostrado la presen-
cia del receptor benzodiacepinico y en cuantia muy ele-
vada en neuronas integras del hipocampo (182).

En diversos ensayos (relajacibén muscular, activi-
dad en la barra giratoria, actividad anticonvulsivante
Y potencia ansiolitica en el hombre, accidén sedante en
animales), se ha objetivado una buena correlacidén entre
los valores que indican la afinidad de cada benzodia-

cepina por el receptor, medida por la capacidad de des-




plazar a las (3—H)—benzodiacepinas de dicho receptor
y la correspondiente potencia farmacolodogica por estos
(54, 106) (Tabla 5).

Algunos autores encuentran relacidén entre 1los
efectos antipsicoticos de algunos farmacos y las célu-
las gliales al comprobar que una gran parte de los si-
tios de unién para el haloperidol y la dopamina se loca
lizan en estas células. Posteriormente se detecto en
ellas la presencia de uniones para (3-H)-diacepéan,
(3-H)-QNB (un antimuscarinico) y (3-H)-naloxona (antago
nista puro de receptores m ,K, y ¢ ). Estos resultados
sugieren una localizacién neuronal del receptor benzo-
diacepinico, el cual, por otra parte esta relacionado
con la Na--K-ATPasa, de clara localizacidon en las mem-
branas celulares (81).

Otros autores encuentran que los lugares de unidn
para las benzodiacepinas en las células gliales no son
relevantes clinicamente; ademas provocando una degenera
cidén neuronal selectiva, se ha descartado la posibili-
dad de existencia de receptores benzodiacepinicos en
la neuroglia de cerebros de rata (20, 105).




Tabla 5 .- Benzodiacepinas

comparacién de su afinidad

con el lugar de fijacidon y la potencia tera-
peutica (158).

(1)

Farmaco hombre rata (2) (3) (4)
Flunitracepan 2.2 2.8 0.32 0.06 7.9
Loracepan 2.3 2.7 0.62 0.78 7.7
Triazolam 2.4 2.8 - - 3.2
Diacepan 7.4 6.3 7.00 0.70 26
Nitracepan 9.2 6.4 2.50 0.36 27
Fluracepéan : 11.0 11.0 4,70 4.70 53
Oxacepan 19.0 14.0 2.40 3.50 157
Bromacepan 21.0 12.0 2.20 0.63 57
Cloracepato 44.0 41.0 5.70 1.14 64
Clordiacepdxido 360.0 220.0 25.80 6.00 134

(1) Inhibicidn de la fijacidén de 3-H-diacepan en la cor
teza cerebral . ( pmol )

(2) DL,y (pmol/Kg) . Antagonismo de la convulsién en ra

tas por pentetrazol.

(3) Accidn relajante muscular en gato umol/Kg

(4) Dosis terapeGtica media pmol/dia




D) Densidad de poblacién del receptor benzodiacepinico

La densidad de poblacién de receptores benzodia-
cepinicos varia de unas regiones cerebrales a otras,
constatandose la existencia de una buena correlacidn
de la distribucidén entre rata y género humano (23, 62,
113, 138) (Tabla 6)

Alta densidad

- cortex frontal y occipital, cortex cerebral e hipo-

campo.

Intermedia:

- cuerpo estriado, globo palido, hipotalamo, nlcleo
dentado y retina.

Baja:

- cuerpo calloso, puente, médula oblongata y médula.

La densidad de estos receptores puede modificarse
en determinadas circunstancias por ciertas maniobras.
Asi las convulsiones por electroshock o pentilentetra-
zoi aumentan el numero de estos receptores; igual ocu-
rre en las situaciones de ansiedad (26, 77). En trata-
mientos croénicos con benzodiacepinas o en enfermedades
del Sistema Nervioso Central pueden existir cambios en
las propiedades o variaciones en su numero. Concreta-
mente en la corea de Huntington existe un descenso
de los receptores en el nucleo caudado y putamen. La
interpretacion y significacidén de estos hallazgos es
teoria dificil, pero podria existir un ligando enddgeno
que al ser liberado en las circunstancias anteriores,
ocupase 1los receptores y modificase la capacidad que
tienen estos de unirse a los ligangos exbégenos (23, 98,
113, 126).
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Tabla 6.- Receptores benzodiacepinicos en el cerebro humano.

Corteza 16bulo frontal 960 200 (3) 860 + 130 (3) 3.5 + (3)
(c. frontal inf.) - -
Corteza 16bulo frontal 730 + (4) 760 + 90 (4) 6.8 + (4)
(c. central inf.) - - -
Corteza 16bulo occipital 1280 (2) 840 + 110 (3) 4.8 + (3)
Corteza 16bulo temporal 870 + (3) 670 + 150 (3) 4.9 + (3)
Corteza hemisferio cerebeloso 580 + (3) 580 + 40 (3) 4,2 ¥ (4)
Vermis 350 (2) 760 (2) 5.7 (2)
Hipocampo 615 + (3) 670 + 120 (3) 4,2 4+ (3)
Amigdala 165 (1) 510 (1) 9.0 — (1)
Hipotalamo 250 + (3) 450 + 120 (3) 7.4 (4)
Talamo 560 (2) 330 + 55 (3) 4.6 (2)
Nicleo caudado 450 + (3) 440 + 90 (3) ‘4,3 + (3)
Putamen + Globus Pallidus 455 + (3) 360 + 60 (3) 4.1 + (4)
NGcleo dentado 80 (2) 160 (2) 7.0 (2)
Cuerpo calloso 85 + (3) 110 (2) 20.0 + (4)
Protuberancia 110 + (3) 160 + 20 (3) 5.0 (3)
Bulbo raquideo 130 (2) 200 (2) 12.0 + (3)
Médula espinal 90 (2) 210 (2) 7.0 + (3)

1.- Fijacidén especifica 3-H-diacepan (cpm)

2.~ Densidad de receptores de 3-H-diacepan (pmol/g proteina)

3.- Constante de disociacidén (nM)

PAN




E) Especificidad del receptor benzodiacepinico

Los sitios de unién del diacepan y flunitracepan
son especificos para las benzodiacepinas, lo demuestra
el hecho que veintiuna benzodiacepinas diferentes modi-

fican el IC (concentracion que causa un 50% de inhi-

50
cién de la unién especifica del 3-H-diacepéan) del 3-H-
diacepan en un rango de concentraciones de 3 X 10_9 a

10‘74 M (Tsbla 7), mientras que otros depresores del Sis-

tema Nervioso Central (meprobamato, barbitaricos y eta-
nol) no logran modificar el IC50 ni a la concentracidn
de 10'_4 M. Por otro lado corroborando lo anterior, exis
te una buena correlacién (p € 0.001) entre el desplaza-
miento del 3-H-diacepé&n por 1las benzodiacepinas y la
potencia clinica de las mismas (108, 110).

Imnumerables compuestos (acetil-colina, noradre-
nalina, serotonina, GABA, glutamato, glicina o sus anta
gonistas, fenoxibenzamina, propranolol, pimozida, cloza
pina, metisergida, bicuculina, picrotoxina b estricni-
na), ni siquiera a la concentracidén de 3 x 10"6 M, des-
plazan al 3-H-diacepan (108, 110, 158, 159).




Tabla 7 .- Inhibicién de la unidén especifica del 3-H-
-diacepan (1.6 nM) a membranas cerebrales
de rata por benzodiacepinas (159).

Compuesto 1050 (nM)

RO 5-4023 (clonacepén) 5

RO 5-4200 (flunitracepan) 5

Loracepan 7

RO 5-3027 9.2

RO 5-3590 13.1

RO 5-6091 (fluracepan) 28

RO 5-2087 (diacepéan) 34

RO 5-3059 (nitracepéan) 34

RO 5-3350 (bromacepéan) 48

RO 6-6616 (cloracepato) 62

RO 5-2904 76

Oxacepan 80

RO 5-2181 135

RO 5-4528 389

Clordiacep6xido 1072

RO 5-5807 4487

RO 5-3785 5686

RO 5-4556 (medacepan) 6217

RO 5-3636 8270

RO 5-4933 < 30000

RO 5-4864 163522

IC50 = Concentracidn que causa un 50% de inhibicidn

de 1la unidn especifica del 3-H-diacepan.




F) Caracteristicas de la unib6n benzodiacepinas-receptores

Los sitios de unidn en el cerebro para las benzo-
diacepinas presentan muchas de las caracteristicas de
un receptor (21, 109, 110, 159, 175):

- la fijacién de un ligando exdgeno (3-H-diacepan) se
realiza en la membrana sinaptica.

- La unidén es estereoespecifica y saturable

- Existe una sola clase de lugares de unibén, evidencia-
da por analisis del diagrama de Scatchard.

- E1 equilibrio de la interaccion entre los lugares de
unién y el 1ligando exbgeno (3-H-diacepan) se alcanza
alrededor de los quince minutos (Fig.15), siendo dicha
unién termodependiente (maxima a 4° C., Fig16 ) y el pH
Optimo esta entre 7 y 7.4 (Fig. 17).

- Existe una constante de disociacidn en dicha interac-
cién (3.5 nM en ratas y 7 nM en humanos), siendo la
cuantia maxima de la unidén de 0.81 pmol/mg de proteinas
en ratas y 1.2 en humanos (Figs. 18y 19).

Es necesaria la integridad de dicha membrana, co-
mo lo demuestra la disminucidén de dicha unidén cuando
aquella se trata con carboxipeptidasas A y B, alfa qui-
motripsina, tripsina y pronasa, Como contraprueba, el
pretratamiento de la membrana con fosfolipasas Cy A-2
aumenta la unidén del 1ligando exdégeno, por aumentar la
densidad y la afinidad de los receptores benzodiacepiq}

cos respectivamente.
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3-H-diacepan unido especificamente (dpm/ensayo)

5 10 % 20 25 X
Tiempo de incubacidén (min)
Fig. 15.-Dependencia del tiempo de la unidén espe
cifica del 3-H-diacepan(109),

0.000

8.000

© 20 30 40

Temperatura de incubacidén (2 C.).

Fig. 16 .-Dependencia de temperatura de la unidn

especifica del 3-H-diacepan(109).
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3-H-diacepan unido especificamente

(dpm/ensayo)

10.000

8000

6.000

4.000

2.000

4.0 50 6.0 70 80 90 100

Fig. 17 .- Dependencia del pH de la unién
cifica del 3-H-diacepan (109).
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Fig. 18 .- Diagrama de Scatchard del 3-H-dia-
cepan unido especificamente (109)
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Fig. 19.- Diagrama de Scatchard del 3-H-dia-

cepan unido especificamente (109).
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G) Evolucidén ontogénica del receptor benzodiacepinico

En el tejido nervioso de los invertebrados estu-
diados no se detectan receptores benzodiacepinicos y
en los primeros vertebrados en que aparecen son 10s pe-
ces, en algunos de los cuales se encontraron dos subcla
ses, con alta y baja afinidad (113, 117).

Estos receptores se modifican con la escala filo-
genética y asi el receptor benzodiacepinico aparece pre
cozmente en el cerebro de rata y ratéon. Sin embargo el
desarrollo ontogénico no modifica sus caracteristicas
cualitativas, hallandose la maxima capacidad de fija-
cioén de benzodiacepinas una semana después del nacimien
to en la rata y a los 21 dias después del nacimiento
en el raton (19, 135).
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III CARACTERISTICAS Y TIPOS DE RECEPTORES BENZODIACEPI
NICOS CENTRALES

El uso de compuestos no benzodiacepinicos que in-
teraccionan especificamente con los receptores benzodia
cepinicos pone de manifiesto la heterogeneidad de di-
chos receptores. Estos agentes incluyen las triazolopi-
ridazinas (TPZ)(CL 218872), que desplazan al diacepéan
y flunitracepan marcados de sus lugares de unibén y las
Beta-carbolinas-carboxilatos (etil y propil p -carboli-
na-3-carboxilato (BCC), compuestos endogenos que presen
tan gran afinidad hacia los receptores benzodiacepini-
cos no acoplados al receptor gabaérgico. Las TPZ recong
cen dos subtipos de receptores benzodiacepinicos, clasi
ficados como Tipo I y Tipo II (el primero tiene alta
afinidad por TPZ y BCC, mientras que el segundo presen-
ta baja afinidad por estos ligandos). lLos subtipos dis-
criminados por las BCC se han designado como BZ1l (alta
afinidad) y BZ2 (baja afinidad) (25, 31, 58, 116, 164,
180). ,

Existe una distribucidén regional de estos subti-
pos de receptores, localizandose el Tipo I preferente-
mente en, el cerebro, cerebelo y cuerpo estriado y el
Tipo II en hipocampo, putamen y giro dentado.

los Tipos I y II de receptores benzodiacepinicos
presentan también diferencias de tipo fisico : E1 Tipo
I resiste a la accidén de los detergentes (Triton X-100,
cloruro sédico, digitonina, Nonidet P-40 y Lubrol OX)
y el II es facilmente solubilizable por ellos.(99).

los datos presentados sugieren que los receptores
BZ1 y BZ2 podrian corresponderse con el Tipo I y II
respectivamente.

Basado en la afinidad de las TPZ por los dos sub-
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tipos de receptores benzodiacepinicos, se ha propuesto
que los efectos ansioliticos estarian mediados por el
Tipo I de receptores, que serian independientes de la
accidén del Gaba y del ionéforo del cloro, mientras que
los efectos anticonvulsivantes e hipnético-sedantes 1lo
serian a través del Tipo II, Gaba y cloro dependiente.
Las benzodiacepinas tendrian similar afinidad por ambos
tipos de receptores, por 1lo gue pueden producir seda-
cidén y suefio a las mismas dosis que producen ansiolisis
(22, 82, 83, 90, 118, 119, 191).

Conocida la capacidad del Gaba para elevar la a-
finidad de las benzodiacepinas por los receptores benzo
diacepinicos, es conveniente determinar si las afinida-
des de las BCC marcadas por los subtipos de receptores
BZ1 y BZ2 estan reguladas o no por Gaba como se habia
postulado previamente para los Tipos I y II (69, 125,
135, 136, 186):

Se sabe que las 3-H-BCC reconocen a los dos sub-
tipos de receptores benzodiacepinicos, aunque tienen
alta afinidad por el subtipo BZ1. Esta selectividad per
mite la determinacidén de la capacidad del Gaba para re-
gular la unidén de las benzodiacepinas al receptor BZl.
En consecuencia se utilizaron las 3-H-BCC a bajas con-
centraciones para marcar los receptores de alta afini-
dad y el 3-H-flunitracepan o altas concentraciones de
3-H-BCC para marcar a ambos receptores, el de alta y
el de baja afinidad (BZ1 yBZ2 respectivamente).

Se encontrd que los receptores BZ1 de cortex cere
bral e hipocampo no eran regulados por Gaba, mientras
que si lo era el receptor BZl del cerebelo. Como era
de esperar, los receptores BZ2 del cortex cerebral e
hipocampo si estaban reguladoé por Gaba. Por otro lado,
el Gaba no incrementé la afinidad del flunitracepéan por

el receptor benzodiacepinico de alta afinidad del hipo-
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campo, ya que no desplazo a las 3-H-BCC a bajas concen-
traciones a la temperatura de 0O¢ C. Se interpretd que
sélo el receptor de alta afinidad, el BZl, fijaba en
tales condiciones experimentales las 3-H-BCC a bajas
dosis, 1o que confirmaria la existencia de dos subtipos
de receptores benzodiacepinicos.

En cortex cerebral se ha observado, que el Gaba
puede inducir un pequefio incremento en la afinidad del
flunitracepan por el receptor de alta afinidad y ademas
el Gaba aumenta la afinidad del flunitracepan hacia los
receptores BZ1 cerebelosos, ello sugiere la posibilidad
que estos receptores (asociados al receptor Gaba) sean
diferentes de 1los hallados en el cortex cerebral. No
obstante el efecto del Gaba en el cerebelo fue menor
que en el hipocampo y cortex cerebral, 1o que permite
suponer que el acoplamiento entre el Gaba y receptores
BZ2 en hipocampo y cortex cerebral, pueda ser cualitati
vamente diferente del existente con el receptor BZl en
el cerebelo. Esta diferencia de receptores puede expli-
carse de dos maneras:

a) que los receptores benzodiacepinicos ocupados por
bajas concentraciones de 3-H-BCC y a 02 C., puedan no
estar acoplados al receptor de Gaba, mientras que 1los
ocupados por altas ’concentraciones del mismo ligando
y a la misma temperatura si estan funcionalmente aco-
plados ( a 372 C., por razones termodinamicas todos los
receptores pueden aparecer acoplados tanto con las BCC
como con PTZ). |

b) otra posibilidad es que bajas concentraciones de 3-
H-BCC a 0¢ C., puedan ocupar un subtipo de receptor ben
zodiacepinico que esta asociado al receptor de Gaba pe-
ro que es insensible al Gaba o muscimol y tiene una
gran sensibilidad hacia derivados de piperidina. Preci-

samente esta heterogeneidad de los receptores Gaba hace
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posible  que 1los receptores benzodiacepinicos puedan
asociarse con diferentes subtipos de ellos.

c) que los receptores benzodiacepinicos (BZ1) presenten
"per se" una conformacidén con alta afinidad por el flu-
nitracepan. Si la conformacidén inducida por Gaba es si-
milar a aquella, la administracion del neurotransmisor
no modifica la afinidad de los receptores BZl por ‘el
flunitracepan. .

El efecto de la temperatura sobre la unidén de las 3-H-
BCC a los receptores benzodiacepinicos tiene gran rela-
cién con la heterogeneidad del receptor benzodiacepini-
co, aunque dicho efecto es reversible. lLa incapacidad
de las BCC y PTZ para discriminar los subtipos de recep
tores benzodiacepinicos a 37?2 C., sugiere que su hetero
geneidad se debe a la existencia de distintos estados
de conformacion de un Unico receptor. Se puede admitir
por tanto, que el acoplamiento entre el Gaba y los re-
ceptores benzodiacepinicos influye en la conformacidn
de estos ultimos. Como es 16gico, la posibilidad de que
a 372 C., se desnaturalice uno de estos subtipos de re-
ceptores no puede ser excluida.

En resumen, la baja afinidad de los receptores
BZ2 en cortex cerebral e hipocampo los hace mas sensi-
bles que los BZ1 a la influencia del Gaba.

El receptor BZ1 del cerebelo es diferente a 1los
del cortex cerebral e hipocampo ya que esta acoplado
a un receptor de Gaba. Ello indicaria que también exis-
tiria una heterogeneidad interregional de tales recep-
tores. No obstante la funcién del Gaba sobre tales re-
ceptores benzodiacepinicos no esta todavia bien estable
cida. Es posible que el Gaba pueda influir en la confor
macién de dichos receptores y ello se refleja en las
diferentes capacidades de unién de las beta-carbolinas
a 09°cC.
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También se ha demostrado la heterogeneidad de 1los
receptores benzodiacepinicos en el Sistema Nervioso Cen
tral, tras la obtencidén de curvas de disociacién bifasi-
cas, curvas polifasicas a la inactivacion por el calor
y por ultimo mediante estudios de afinidad con flunitra
cepan marcado (105).

Por otra parte estudiando las caracteristicas de
la unién del diacepan y del flunitracepan a los recepto
res benzodiacepinicos centrales se encontrd que :

- en cortex cerebral y cerebelo, el numero de recepto-
res fue similar para ambos ligandos, pero la afinidad
del diacepan fue cuatro veces mayor que la del fluni-
tracepan.

- en hipocampo el numero de receptores era mayor para
el diacepan que para el flunitracepan, pero la afinidad
para aquel era diecisiete veces menor (181).

Estas diferencias confirman la presencia de dos
tipos de receptores benzodiacepinicos, con baja y alta
afinidad respectivamente para las benzodiacepinas marca
das isotdépicamente.

Otro estudio‘que justifica 1la heterogeneidad de
los receptores benzodiacepinicos es la diferente fija-
cion de diacepan y beta-carbolinas a los mismos tras
el pretratamiento con irazepina, una benzodiacepina al-
quilante. La unidén del diacepén se redujo en un 25-30%,
mientras que la de las carbolinas solamente disminuyd
un 8.5 %. Todo ello sugiere que benzodiacepinas y beta-
carbolinas se unen al mismo tipo de receptor, aunque en
subunidades o sitios diferentes de fijacién y con dife-
rentes afinidades (156).

Es tal la afinidad y especifidad de las beta-car-
bolinas por el receptor BZ1 que pueden ser antagonistas
de los mismos e impedir los efectos de las benzodiace-

pinas
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- ansioliticos, anticonvulsivantes (aunque ellas no son
convulsivantes) e hipnético-sedantes, reduciendo ademas
las dosis de farmacos tales como pentilentetrazol que
producen convulsiones. Por otro lado, la existencia de
distintos sitios en el receptor benzodiacepinico, con
diferente afinidad para las benzodiacepinas, puede ex-
plicar las diferencias de afinidad de dicho receptor
por compuestos como el Gaba y el pentobarbital (38, 82,
169).
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IV EL RECEPTOR BENZODIACEPINICO PERIFERICO

Ademas de en Sistema Nervioso Central, se detec-
tan sitios de unién para las benzodiacepinas en cora-
z6bn, células cebadas, higado, ileo, plaquetas, pulmén,
rifion y se les califica como auténticos receptores ben-

zodiacepinicos, si bien diferentes de 1los centrales;

no habiéndose demostrado hasta el presente momento su .

funcidén fisiolédégica (12, 22, 43, 161, 165, 184).

Existen diferencias entre este tipo periférico

de unidén para benzodiacepinas o receptores periféricos
y el tipo de unidén central o receptor benzodiacepinico
central. La afinidad del 3-H-diacepan por dicho recep-
tor es de 5 a 30 veces menor que para el central. De
todas maneras, este‘receptor periférico parece ser una
variedad del central como lo demuestra el que la unidn
del ligando 3-H-diacepan es especifica, saturable, de-
pendiente de temperatura (unién maxima a 0°C.), pH-de-
pendiente (6ptimo de 5 a 9 para las plaquetas y de 6.8
a 7.4 para las células cebadas) y lineal con el numero
de células. Ademas el diagrama de Scatchard demuestra
la presencia de una sola poblacion de estos tipos de
unioén periférica (18, 165, 184).

Su especifidad se ha puesto de manifiesto frente
a numerosos farmacos (noradrenalina, propranolol, ace-
til-colina, carbacol, atropina, hexametonio, serotoni-
na, morfina, levalorfan, histamina, difenhidramina, me-
tiamida y Gaba) que a la concentracién de 10 pM, no mo-
dificaban la unién al receptor del diacepan marcado iso
topicamente. (168).

La unidén del diacepan a los receptores benzodia-
cepinicos centrales o periféricos, puede ser diferen-

ciada mediante el uso del clonacepan y del Ro-5-4864
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( 4'-clorodiacepan). El primero, un ligando especifico
para el receptor benzodiacepinico central, no desplaza
al 3-H-diacepan unido a los receptores benzodiacepini-
cos periféricos, pero si desplaza al 3-H-diacepan unido
‘al receptor central. Lo contrario ocurre con el Ro-5-
4864, ligando especifico para el tipo de unidén perifé-
rica y agente proconvulsivante.

El Ro-5-4864 ejerce sus acciones uniéndose en el
cerebro a un componente del complejo supramolecular Ga-
ba-benzodiacepina-ion6foro del cloro, diferente del si-
tio de unidén de las benzodiacepinas; pero también se
une reversiblemente y con alta afinidad (KI)= 0.6 nM),
a una poblacidén uUnica y saturable de sitios de recono-
cimiento de benzodiacepinas en las membranas de células
periféricas.

El PK-11195, compuesto no benzodiacepinico, 6 1-
(2-clorofenil)-N-metil-N-(1-metilpropil)-3-isoquinoli-
nacarboxamida, desplaza al Ro-5-4864 no sbélo del cere-
bro sino también de los sitios especificos de unién pe-
riféricos (corazdn, rifion, etc), por lo que ha sido con
siderado como un antagonista selectivo de receptores
benzodiacepinicos periféricos.

Finalmente debemos destacar que la unidén del Ro-
5-4864 a membranas cerebrales aunque especifica, de al-
ta afinidad (K = 1.1 nM) y termosensible no es modula-
da por Gaba, barbituricos, iondéforo del cloro o farma-
cos convulsivantes. Siendo la distribucidn regional y
subcelular de estos lugares de unidon diferente de 1la
gque presentan las benzodiacepinas en el cerebro, mos-
trando el bulbo olfatorio la mas alta densidad, mien-
tras que areas corticalesdehipocampo son las de menos
densidad entre las estudiadas (10-15 %). Mostrando el
Ro-5-4864 una afinidad por el lugar periférico de 10

y 1200 veces superior al diacepan y clonacepan respec-
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tivamente, siendo la afinidad del diacepan y flunitra-
cepan por el sitio de union periférico solo ligeramente
mas baja que por el sitio central (146, 188).

Los estudios de relacidon entre estructura y acti-
vidad de ligandos de receptores benzodiacepinicos peri-
féricos, revelan que una 4-sustitucidén asegura la espe-
cifidad para el tipo periférico y una fraccién N-metil
es esencial para su actividad, Estos hallazgos son im-
portantes porque estructuralmente el Ro-5-4864 difiere
del diacepan s6lo por una cloro sustitucién en el car-
bono 4 del fenilo. De cualquier modo las benzodiacepi-
nas que se unen a sitios periféricos tienen en su es-
tructura una serie de caracteristicas quimicas:

- la sustitucidén en el carbono 4 del grupo fenilo por
una molécula de cloro incrementa su afinidad por dicho
receptor.

- las sustituciones en el nitrogeno 1 son imprescindi-
bles para su actividad (146)

Se sabe que el receptor benzodiacepinico central
forma parte del complejo supramolecular que es el re-
ceptor gabaérgico. Sin embargo ni el Gaba, ni otros
componentes de dicho complejo como el pentobarbital,
los proconvulsivantes Ro-5-3663, picrotoxina y los io-
nes de cloro, afectan la unidén periférica del Ro-5-4864
lo que demuestra que se trata de otra unidén distinta
de la central. Por otra parte el tracazalato, una pira-
zolopiridina, que estimula la unién de las benzodiace-
pinas al receptor benzodiacepinico central en el sitio
picrotoxina-barbitirico del complejo supramolecular,
inhibe la unidon del Ro-5-4864 a las membranas cerebra-
les de rata, 1o que proporciona un nuevo criterio dife-
rencial entre el sitio de unidn central y el periférico
(12).

La distribucidén regional de los lugares de fija-
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cién del Ro-5-4864 es diferente de la que previamente
se establecié6 para el tipo de receptores centrales
como ya comentamos anteriormente, pero se distingue
una diferencia adicional entre los sitios centrales
y periféricos; los primeros se enriquecen en la
fraccion sinaptosémica-mitocondrial (P2) o en la fra
ccién mitocondrial (P3), mientras que los periféricos

se enriquecen en la fraccidon nuclear (Pl)(66, 146).

Las consideraciones expuestas permiten considerar
a los lugares periféricos de fijacion como auténticos

receptores benzodiacepinicos periféricos.

Tanto en las plaquetas intactas como en las mem-
branas de plaquetas, existen lugares de unidén para ben-
zodiacepinas que muestran una afinidad similar para el
3-H-diacepan. Sin embargo la uni6n maxima a las membra-
nas, €s menor que en las plaquetas intactas, lo que
puede deberse a pérdida o inactivacion de los lugares
de unidn por el pretratamiento al que se someten las
plaquetas para la obtencidn de las membranas.

No se ha demostrado un sitio de unién para el Ga-
ba en las plaquetas, ni dicho neurotransmisor modifica
la union del 3-H-diacepén a las mismas. Ello no descar-
ta la existencia de un ligando endégeno para los recep-
tores benzodiacepinicos periféricos plaquetarios, hasta
ahora no identificado.

La funcién de estos receptores no esta aclarada,
aunque existen datos sugerentes de que intervienen en
algunas situaciones fisiopatoldgicas. Asi en ratas hi-
perlipémicas el diacepan inhibe la coagulacidén inducida
por el detergente Triton-WR-1339, aunque ello no permi-
te aventurar hipdtesis al respecto podria afectar a la
agregacion plaquetaria. Ademas en ratas hipertensas la

union maxima del 3-H-diacepédn al receptor plaquetario
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es mayor que en las normotensas, aunque en el rifion o-
curre lo contrario. Estas diferencias en la unidén maxi-
ma podrian representar una sefial bioquimica para cono-
cer el grado de evolucidén de la hipertension esponta-
nea, ya que en estos animales el numero de lugares de
unioén benzodiacepinicos suele estar alterado (138, 166,
167, 184).

Cuando se perfunde el rifibn con solucién salina
helada, se incrementa en un 35% la densidad de recepto-
res benzodiacepinicos periféricos sin que se modifique
su afinidad. Es probable que ellose deba a la elimina-
cién de un inhibidor enddgeno fijado a dichos sitios
de unién. La densidad intrarrenal de los sitios de u-
niéon es muy alta en el cortex y es virtualmente nula
en la médula, calices menores y arteria renal (137,
146, 172).

Otra localizacion donde se han estudiado los re-
ceptores benzodiacepinicos periféricos es en las célu-

las cebadas, en las que tampoco se han encontrado luga-

res de unioén para Gaba, ni se han identificado recepto-
res opiacéos o colinérgicos muscarinicos, peri si re-
ceptores adrenérgicos (alfa y beta). Por otro lado el
Gaba no modifica la unidén del 3-H-diacepan a éstas cé-
lulas (ni a sus membranas ni a las células intactas),
pretratadas o no con el detergente Triton X-100. Como
se sabe estas células poseen granulos que contienen
sustancias farmacolégicamente activas como histamina,
serotonina, SRS-A, factor quimiotactico eosindéfilo de
la anafilaxis y factor activador de las plaquetas; ca-
bria pues preguntarse que papel juega el receptor ben-
zodiacepinico en la liberacién de dichas sustancias y
en los procesos mediados por ellas, aunque existe poca
informaci6n al respecto (165).

También se han identificado receptores benzodia-
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cepinicos periféricos en el corazdén, principalmente en
ambos ventriculos y septum interventricular, aunque
su papel fisioldégico es desconocido. E1 dipiridamol
desplaza al diacepan marcado unido a dichos receptores
y se postula que de esta forma el diacepan podria reme-
dar las acciones del dipiridamol( que inhibe la recap-
tacion de adenosina), potenciandose sus acciones. Se
ha supuesto que a través de estos receptores, el diace-
pan ejerce efectos antiarritmicos e incrementa el flujo
coronario , lo que produce un aumento de la contracti-
lidad cardiaca. No obstante en auricula izquierda ais-
lada de rata, se ha observado como el Ro-5-4684 (ago-
nista de receptores benzodiacepinicos periféricos),
muestra un efecto inotrépico negativo a la concentra-
cién de 3 x 10 M;siendo este efecto antagonizado por
el PK-11195, antagonista de dichos receptores. lLas ben-
zodiacepinas con afinidad preferente por el tipo de re-
ceptor benzodiacepinico central, como el clonacepéan,
no muestran accidén significativa en el modelo experi-
mental citado (43, 168, 194).

En resumen, aunque los receptores benzodiacepini-
cos periféricos estén bien diferenciados de los centra-

les, su trascendencia clinica es todavia desconocida.
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V MECANISMO DE ACCION DE LAS BENZODIACEPINAS

Las benzodiacepinas estan relacionadas con gran
numero de neurotransmisores centrales: modifican el
turnover de noradrenalina, serotonina Yy posiblemente
el de acetil colina, de modo dosis dependiente Yy no mo-
difican practicamente el turnover de dopamina. Estas
acciones pueden intervenir en los efectos sobre la con-
ducta, ansioliticos y sedantes que presentan estos compuestos (6,
50, 70, 79, 97, 144, 160).

También estan relacionadas con la glicina, ya que
presentan afinidad por los lugares de fijacidén de 1la
estricnina, antagonistade receptores glicinérgicos (48).

No existe correlacion entre la distribucién de
sitios de unidén para el (3-H)-diacepan y los de dopami-
na, acetil colina y noradrenalina. Ademas diferentes
neurotransmisores (dopamina, noradrenalina, histamina,
serotonina, acetil colina, glicina, endorfinas, acidos
glutamico y aspdartico) no tienen afinidad ni actividad
intrinseca por el receptor benzodiacepinico. Por tanto
las benzodiacepinas no actian en su receptor a través
de un neurotransmisor conocido (17, 18, 21).

Hoy se admite que la accidén de las benzodiacepi-
nas se ejerce a través de un aumento de la actividad
de mecanismos inhibidores mediados por Gaba. El1 Gaba
€s un neurotransmisor inhibidor responsable de un buen
numero de inhibiciones postsinapticas (Fig. 20), en las
que causa en general hiperpolarizaciéon de la membrana
y también en la mayor parte de las inhibiciones presi-
napticas (Fig. 21), en las que suele producir despola-
rizacién neuronal (48, 57, 77, 183).

Existen muchas observaciones que corroboran 1la
relacion Gaba-benzodiacepinas (22, 23, 60, 61, 62, 84,




© Fig. 20 .-Inhibicién postsinéptica gabaérgica. E1 transmi
‘'sor inhibidor liberado en la sinapsis por la
neurona C, reduce la reactividad de la neurona

B a la accidén del neurotransmisor excitador 1i-

berado por la neurona A. (77)
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Fig. 2 .- Inhibicidn presinaptica gabaérgica. El transmi
sor inhibidor liberado por la neurona C, hace
que el potencial de accidén de la neurona A 1i-
bere menor cantidad de neurotransmisor de ex-
citacidén, por tanto el impulso excitador de 1la

neurona B es menor. (77)
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107, 143, 161, 182) :

- las dosis de otros neurotransmisores necesarias para
antagonizar las convulsiones provocadas por compuestos
que inhiben la transmisidon gabaérgica (INH, bicuculina,
picrotoxina), son varias veces superiores a las de las
benzodiacepinas.

- la picrotoxina, antagonista gabaérgico, inhibe la ca-
pacidad de las benzodiacepinas’para facilitar las prue-
bas de castigo en las ratas tras una situacién conflic-
tiva.

- las benzodiacepinas incrementan la inhibicidén presi-
naptica inducida por Gaba en la médula espinal.

- las benzodiacepinas ejercen una accién agonista sobre
los receptores gabaérgicos postsinaticos, tanto en di-
versos nucleos del cerebro como en cultivos celulares,
aunque aqui la actividad es menor. En efecto en neuro-
nas y en células de la glia aisladas del hipocampo de
ratas,no se detectd incremento de la unidén del 3-H-dia-
cepan en presencia de Gaba.

- las acciones de las benzodiacepinas se bloquean con
bicuculina y picrotoxina, antagonistas de Gaba. También
los inhibidores de la sintesis de Gaba (tiosemicarbazo-
na) previenen sus efectos, mientras que los inhibidores
de su degradacion (a4cido amino-oxo-acético) los aumen-
tan. '

No obstante algunos trabajos demuestran que ni
el Gaba, ni sus agonistas o antagonistas poseen acciédn
directa sobre el receptor benzodiacepinico. Incluso se
ha observado que en algunas localizaciones (neuronas del
nucleo vestibular lateral y células de Purkinje), las
benzodiacepinas pueden ejercer un efecto antagonista
sobre la neurotransmisién gabaérgica (21, 161).

El receptor benzodiacepinico se comporta como un

mecanismo amplificador o de retroalimentacidén positiva
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para la unidén neuronal del Gaba liberado por su recep-
tor y conviene aclarar que esta accidon primaria de las
benzodiacepinas sobre la transmisidén gabaérgica, no ex-
cluye la posibilidad de que también puedan activar me-
canismos catecolaminérgicos, colinérgicos, glicinérgi-
cos o serotonérgicos, que podrian explicar parte de sus
acciones psicofarmacolégicas. '

Podemos resumir diciendgQ que las benzodiacepinas
actian de modo semejante al aminoacido inhibidor Gaba
en todos los lugares y con los mismos mecanismos con
los que éste ejerce sus acciones, es decir facilitan
la transmisidén gabaérgica y ello pueden efectuarlo de
distintas maneras (62, 66, 107):

- por activacidn directa del receptor gabaérgico post-
sinaptico.

- incrementando la liberacidén presinaptica del Gaba.

- inhibiendo la eliminacion del Gaba.

- por una alteracidén en la respuesta postsinaptica del
Gaba.

La ausencia de efectos gabamiméticos directos de
las benzodiacepinas excluye la primera posibilidad, 1lo
cual significa que las acciones de las benzodiacepinas
son de tipo gabaérgico indirecto. Tampoco la potencia-
cién de la respuesta gabaérgica por benzodiacepinas pa-
rece ser debida al incremento de la liberacidén presi-
naptica del neurotransmisor o al bloqueo de su recap-
tacidén o de su catabolismo. En efecto el diacepan no
parece afectar la actividad de la GAD (descarboxilasa
del acido glutéamico) o de la Gaba-transaminasa, enzimas
relacionadas con la sintesis y el catabolismo del Gaba,
respectivamente.

En conclusidén, las benzodiacepinas modulan la
transmisién gabaérgica, pero no incrementan los niveles

deGaba, ni bloquean su recaptacién, ni inhiben su meta-
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bolismo, ni facilitan su liberacidén, por lo que se pue-
de descartar su accidn presinaptica. De cualquier for-
ma, aunque su sitio de accion sea postsindptico, no son
agonistas gabaérgicos propiamente dichos, ya que su
accién gabamimética solamente se aprecia si hay trans-
misién gabaérgica. Eso significa que actian postsinap-
ticamente sobre el receptor de Gaba de manera indirecta,
facilitando especificamente su activacidén. Ello implica
que las benzodiacepinas deban reconocer un lugar espe-
cifico préximo al receptor de Gaba y activarlo, de 1lo
que resultaria un incremento de la afinidad entre el
Gaba y su receptor(66, 97, 189).

En efecto diversos estudios han puesto de mani-
fiesto una intima relacidén entre los lugares de union
para benzodiacepinas y el Gaba. En membrana de corteza
cerebral, la adicidén de Gaba o sus agonistas incrementa
la unidén del diacepan a su sitio de fijaci6én por un au-
mento de la afinidad del receptor benzodiacepinico sin
que se modifique su numero; sin embargo otros aminoaci-
dos neurotransmisores (glicina, glutamato, aspartato)
no modificaron la unién de esta benzodiacepina. Dicho
incremento fue bloqueado por los antagonistas de Gaba
como la bicuculina(7, 154).

Pretratando las membranas cerebrales con acido
amino oxoacético (inhibidor del metabolismo de Gaba)
también se = eleva la unidn especifica del diacepéan,
lo que corrobora las observaciones anteriores. No obs-
tante cuando los receptores gabaérgicos se exponen cro-
nicamente a la accidén de las benzodiacepinas, se ha re-
portado una subsensibilidad funcional del Gaba (67,
100).

Igualmente se obtienen aumentos en 1la unidén de
las benzodiacepinas a sus receptores tratando previa-

mente 1os animales vivos con andlogos de Gaba(muscimol,
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baclofen y gamma-butirolactona), siendo bloqueado tales
efectos por la bicuculina. Sefialemos por uUltimo que se
ha observado una correlacidén entre los datos obtenidos
"in vivo" e "in vitro". lLos datos "in vivo" proporcio-
nan evidencia adicional de que el sistema gabaérgico
y los sitios de unidn para benzodiacepinas estan fun-
cionalmente unidos (32).

En estudios sobre el desgrrollo ontogénico de 1los
receptores de alta afinidad de benzodiacepinas y de Ga-
ba, se comprobdé que tienen una localizacidén celular di-
ferente y que esa afinidad elevada se desarrolla inde-
pendientemente. No obstante el incremento de la unidn
de las benzodiacepinas a sus receptores producido por
Gaba, fue paralelo al desarrollo de los mismos (176).

También la autorradiografia demuestra que la ma-
yoria de los receptores benzodiacepinicos estan acopla-
dos a un receptor gabaérgico. Varias observaciones su-
gieren que el receptor benzodiacepinico puede ser una
parte del complejo supramolecular del receptor gabaér-
gico, incluyendo dicho complejo al receptor de Gaba,
una proteina moduladora o Gaba-modulina, la proteinki-
nasa, el ionéforo del cloro y el receptor benzodiacepi-
nico. No obstante, otros datos inducen a pensar que
ello no ocurre en todos los receptores benzodiacepini-
cos, la razbén estriba en que existen al menos dos tipos
de receptores benzodiacepinicos (22, 37, 58, 66, 69,
90, 107, 164, 176):

- receptores no acoplados al receptor de Gaba o recep-—

tor benzodiacepinico I, que parece mediar la accidén an-

siolitica de las benzodiacepinas y en el que la exis-
tencia de histidina es imprescindible para su activi-
dad.

- receptores acoplados al receptor de Gaba o receptor

benzodiacepinico II, que se piensa que media la seda-




60

cién que producen las benzodiacepinas y en el que la

histidina no juega un papel decisivo en su actividad.

Otros autores piensan que existe una multiplici-

dad de receptores Gaba: de alta y baja afinidad, presi-
napticos y autoreceptores no sensibles a bicuculina. Es
ta idea es contraria a otros trabajos que apoyan la e-
xistencia de un solo tipo de receptores de Gaba en mem-
branas neuronales, siendo este de alta afinidad. Inves-
tigaciones posteriores evidencian que pueden existir
dos sitios diferentes de fijacion de Gaba en las mem-
branas neuronales, uno de alta afinidad y distribucidn
homogénea (sitio de unidén Gaba II) y otro de relativa
baja afinidad y distribucidén heterogénea (sitio de u-
nién Gaba I). Las benzodiacepinas parecen actuar selec-

tivamente en el receptor tipo II cuya proporcion en re-

lacién con el tipo I es de 10:1 (97, 124, 129, 176).

La hipb6tesis de 1a existencia de varios tipos de
receptores de Gaba, se comprueba de otras maneras como
en el estudio de las diferencias de sensibilidad que
presentan dichos receptores a la inactivacidén por la
temperatura, que sugiere la existencia de maltiples va-
riedades de los mismos (92, 104, 132).

Por el contrario otros estudios, aunque anterio-
res, suponen que s6lo los receptores de baja afinidad
de Gaba estan acoplados a los receptores benzodiacepi-
nicos y estos modulan la sensibilidad de aquellos. Co-
rroborando lo anterior, se ha observado que el diacepan
incrementa la afinidad del Gaba unido a lugares de baja
afinidad sin modificar los de alta afinidad (32, 66,
151).

Finalmente se acepta que los sitios de unidn de
GCaba y benzodiacepinas son dos entidades diferentes a-
copladas a un iondéforo comin y funcionalmente relacio-

nadas (Fig.22 ). Cuando el receptor de Gaba se ocupa,
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/

7

Fig. 22.-Modelo simplificado para describir la interaccén
entre benzodiacepinas (BZ) y GABA. A(receptores

no ocupados), B (receptor de Gaba activado), C

N

C

(receptor de benzodiacepinas ocupado ), D(am-
bos tipos de receptores ocupados). (1) canal
del cloro. (e6)

(Explicacidn en texto)
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ocurren cambios conformacionales en el ionéforo que
permiten el aflujo de iones negativos (C1 ), resultando
asi una hiperpolarizacidén celular e inhibicién de su
actividad. Si se ocupan simultaneamente ambos lugares
de unidén, se facilitard la hiperpolarizacidén anterior
(54, 62, 66, 97, 104).

Existen también evidencias experimentales de que
las benzodiacepinas facilitan la transmisién gabaérgica
por desplazar del ‘Sitio de unién del Gaba a.la Gaba-mo-
dulina. la Gaba-modulina es un polipéptido, con peso
molecular de 1.500 daltons, presente en el complejo del
receptor Gaba y que modula la actividad de dicho recep-
tor. Dicha modulacion es de tipo inhibidor, ya que al
desplazarse abre el iondéforo del cloro , permitiendo
la entrada de dicho ién al interior de la neurona e hi-
perpolarizando la célula. Este efecto se ejerce tanto
sobre el receptor de Gaba como, indirectamente, sobre
el de benzodiacepinas (Fig.23) (23, 36, 86).

También se ha propuesto que el receptor benzodia-
cepinico formaria parte de una proteina localizada en
superficie del receptor para el Gaba, siendo 1la beta-
carbolina uno de los posibles ligandos que se ha pro-
puesto para la interaccidn del receptor benzodiacepini-
co y el receptor de Gaba (107).

Un ejemplo que permite comprender la unidén de
benzodiacepinas a este complejo asociado al receptor
gabaérgico,es 1o que ocurre con la molécula de hemoglo-
bina y las modificaciones que sufre su estructura en

presencia o ausencia de O La hemoglobina esta forma-

da por cuatro cadenas pr;ieicas diferentes, plegadas
en el interior de cuatro subunidades distintas que en-
vuelven a los grupos hemo conteniendo atomos de hierro
(Fig.24). Estamos pues ante un tretamero con dos cade-

nas dobles de distintas secuencias denominadas (alfa
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23.- Modelo hipotético de la accidén de las benzodiacepi-

C D

nas en "la unidad reguladora del receptor de Gaba".
A. Estado de reposo. B. Estimulacién del receptor
de Gaba y apertura del canal del cloro. C. Estimu-
lacién del receptor benzodiacepinico e incremento
de afinidad del receptor de Gaba. D. Estimulacidn
del receptor gabaérgico y benzodiacepinico: aper-
tura del canal del cloro e incremento de afinidad
de ambos tipos de receptores.(36)

G = Gaba BZD = Benzodiacepina

(1)=canal del cloro (2) = Gaba-modulina
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Fig. 24 .-

Estructura de la oxihemoglobina con las
cuatro unidades estrechamente unidas (fig.
A).y de la carboxihemoglobina, con "grie

tas" éntre las subunidades beta, para el
DFG (107).
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1 y alfa 2) y beta (también 1 y 2). Estas cuatro sub-
unidades se muestran estrechamente unidas en presencia
de oxigeno cuando este se combina con cada atomo de
hierro (oxi-hemoglobina). En caso contrario, es decir,
en ausencia de oxigeno las subunidades se ''despegan"
(mas la beta) y se reduce la afinidad de los atomos de
hierro para el oxigeno que es liberado (deoxi-hemoglo-
bina). El1 espacio existente entre las dos subunidades
beta de la deoxi-hemoglobina, constituye un molde para
la molécula del 2-3-difosfoglicerato (DFG). Este cons-
tituyente de los eritrocitos se une a la proteina in-
tercalada estabilizando la deoxi-hemoglobina y reducien
do la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno. En pre
sencia de oxigeno, el lugar de accioén del DFG queda en-
mascarado entre las subunidades beta de 1la oxihemoglo-
bina. Existe un equilibrio dinamico entre la conforma-
cion espacial de 1la oxihemoglobina y la deoxihemoglobi-
na en el que el DFG actia como factor.

Los receptores benzodiacepinicos, dependiendo del
estado conformacional del receptor gabaérgico pueden
presentarse de dos modos : al descubierto o enmascara-
dos. Ello explicaria la facilidad con que se modifican
en algunas circunstancias : electroshock, administra-
cion aguda de diacepan y acido kainico, trastornos emo-
cionales y corea de Huntington (107).

Por otra parte, se han estudiado los efectos de
Gaba y cloro y la asociaci6tn de ambos sobre la afinidad
de diversas sustancias (benzodiacepinas, ligandos endo-
genos, beta-carbolinas, CL-128872) frente al receptor
benzodiacepinico, en el que se supone la existencia de
tres sitios de unidén (a, b y c) hacia los que tienen
afinidad especifica diferentes compuestos. Segun 1los
efectos del Gaba e id6n cloro los ligandos se clasifican

en cuatro grupos cuando la unidén al receptor se realiza




a 0° C. (Fig. 25):

- Tipo I o tipo diacepan que incluiria : diacepan, ni-
tracepan, etazolan y medacepan, cuya afinidad aumenta
tanto con Gaba como con cloro.

- Tipo II o CL-218872 que comprende : CL-218872, inosi-
na y' dos benzodiacepinas (oxacepan y loracepan). La afi
nidad es aumentada por Gaba pero no por cloro.

- Tipo III o beta-carbolina que englobara : beta-carbo-
lina, harmano, harmina y hamalina. El1 cloro incrementa
la afinidad fundamentalmente de los tres Gltimos y dis-
cretamente la de la primera, disminuyendo el Gaba el
efecto del cloro.

Tipo IV o inactivo, del que forman parte la nicotinami-
da y el pentilenetetrazol. Ni el Gaba ni el cloro in-
fluyen en esta uniodn.

S6lo los compuestos que pueden unirse al lugar
"p" parecen poseer efectos benzodiacepinicos, los res-
tantes compuestos muestran efectos antagonistas. Otros
autores defienden la existencia dedos sitios de uniodn
en el receptor benzodiacepinico, uno para agonistas y
otro para antagonistas; el lugar "b" posiblemente in-
teractuaria con el receptor de Gaba y el "c" podria ser
modificado por el ionéforo del cloro.

Cuando la unidn de los ligandos al receptor se
realiza a 37 2 C., los efectos del Gaba sobre la afini-
dad por el receptor benzodiacepinico persisten, decre-
ciendo en forma importante el efecto activador del clo-
ro.

Asi pues, la afinidad de las benzodiacepinas o
de los compuestos tipo benzodiacepinicos, es incremen-
tada por Gaba (tipo I y II), mientras que la de sustan-
cias con propiedades antagonistas de las benzodiacepi-
nas es aumentada sbélo por cloro o no es modificada (64,
99, 104, 107).
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Fig. 25.- Esquema postulado para la unién de cuatro tipos

de ligandos al receptor benzodiacepinico (107).




Diferentes trabajos explican la relacién Gaba-
benzodiacepinas-ionéforo del cloro, por la existencia

de un complejo supramolecular en el que habria una

unidén funcional entre estos tres componentes (Fig.
26) (37, 44, 59, 128, 131, 142, 152, 158):

- En este complejo que puede ser solubilizado por lLu-
brol, se distingue una fraccion de peso molecular
61.000, gque corresponde al sitio de unidén para benzo-
diacepinas y otra de peso molecular 185.000, que es el
lugar de unidén para la picrotoxina.

- E1 receptor de Gaba incluido en el complejo, cuando
es ocupado por Gaba, sufre un cambio conformacional que
facilita la apertura de los canales de cloro. Asi los
iones cloruro penetran en el interior de la célula y
éstas adquieren un potencial eléctrico mas negativo que
las hace mas dificiles devexcitar. De esta manera la
accidén del Gaba es una inhibicién neuronal.

- Cuando las benzodiacepinas ocupan sus receptores, no
hay modificaciones en 1los canales de cloro ni en 1los
receptores de Gaba;sin embargo 1la adicidén de Gaba a una
neurona pretratada con benzodiacepinas, aumenta la en-
trada de cloro al interior de la célula. Ello no se de-
be a una apertura mas prolongada de los canales de clo-
ro, sino a un incremento en la frecuencia de apertura.
- las pirazolopiridinas SQ-20009 (etazolato), S5Q-65396
(cartazolato) y ICI-136753 (tracazolato), con acciones
ansioliticas en animales, elevan la afinidad del recép—
tor benzodiacepinico del complejo en presencia del ién
cloro, mientras que la bicuculina revierte totalmente
dicho efecto. las pirazolopiridinas incrementan la u-
nién del 3-H-Gaba al complejo, favoreciendo la asocia-
cion entre los sitios de reconocimeitno para Gaba y un
jonéforo del cloro; por tanto la unidén es mayor si se

emplean gimultaneamente pirazolopiridinas y agonistas
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Fig. 26 .- Diagrama de un complejo formado por un recep-
tor gabaérgico, un receptor benzodiacepinico
y el ionéforo del cloro, flotando en la doble
capa lipidica de la membrana plasmatica.
Se senalan distintos farmacos y agentes que
probablemente interaccionen con el complejo.

(26)
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gabaérgicos, 1o que sugiere diferentes sitios de unidn
aunque interrelacionados. lLas pirazolopiridinas no in-
crementan la union del 3-H-diacepan a la fraccidn de
peso molecular 61.000, pero inhiben la unidén de la 3-
H-dihidro-picrotoxina (andlogo de la picrotoxina) a la
fraccion de peso molecular 185.000. Ello demuestra que
su relacién con el complejo supramolecular del receptor
gabaérgico se realiza a través del sitio de unioén para
la picrotoxina (9, 95, 134, 171).

- E1 pentobarbital incrementa aun mas que las pirazolo-
piridnas la union de las benzodiacepinas a su receptor,
aumentando esta unidon en presencia de Gaba. El1 pento-
barbital actia uniéndose al sitio sensible para la pi-
crotoxina y al igual que las pirazolopiridinas inhibe
también la unidén de la 3-H-dihidro-picrotoxina a dicho
sitio de unidén. Esta accidén se realiza probablemente
por una interaccidon con 1los canales de cloro, cuya
apertura aumenta (de 25 a 90 mseg.) por los barbituri-
cos de tipo hipndtico. Algunos de los efectos toéxicos
de estos farmaco, se explican a través de un efecto di-
recto sobre estos canales de cloro.

La observacidon de que el Tritén X-100, inhibe 1la
unién de la picrotoxina a su sitio especifico y con
ello reduce.la unién de las benzodiacepinas y Gaba a
los suyos respectivos, indica que las acciones de estos
compuestos estarian mediadas por el sitio de unidn para
picrotoxina. Por tanto el pentobarbital incrementa 1la
afinidad de las benzodiacepinas y potencia las acciones
del Gaba a través del iondéforo del cloro por desplaza-
miente de la 3-H-dihidro-picrotoxina, acciones que son
antagonizadas parcialmente por 1la bicuculina y picroto-
xina (4, 5, 46, 170).

- En relacidén a su accioén sobre el complejo su-

pramolecular, hay entre pirazolopiridinas y el pento-
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barbital algunas diferencias :

. la bicuculina antagoniza totalmente el efecto de las
pirazolipiridinas y solo parcialmente el del pentobar-
bital. E1 incremento que produce el pentobarbital en
la unién de las benzodiacepinas a sus receptores espe-
cificos, es superior al de las pirazolopiridinas; ello
sugiere que el pentobarbital podria actuar sobre otro
sitio del complejo o sobre una subpoblacidén de recepto-
res benzodiacepinos no acoplados alostericamente al re-
ceptor de picrotoxina.

Otros agentes tienen también efectos sobre el
complejo supramolecular Gaba-benzodiacepinas-inonéforo
del cloro (26, 128, 188):

- Los antagonistas Ro-5-4864, Ro-15-1788 y CGS-8216,
junto con 1los 1ligandos tipo beta-carbolinas y amino-
gamma-carbolina.

- E1 CL-218872 y la zopiclona, cuyo perfil clinico y
farmacolégico es muy similar al de las benzodiacepinas
y actian sobre su receptor.

- lLos agonistas y antagonistas de Gaba.

- Algunos ansioliticos, barbituricos y determinados
inhibidores de la fosfodiesterasa, que aumentan la con-
ductancia de los canales del cloro.

- E1 alcohol como los barbituricos y benzodiacepinas,
aumenta el desplazamiento del 3-H-diacepan unido al re-
ceptor para la picrotoxina. Este incremento es dosis-
dependiente y maximo a la concentracién de 30 mM, sien-
do bloqueado por bicuculina y picrotoxina. Tambien fa-
cilita la transmisidén gabaérgica en Sistema Nervioso
Central, ya que modifica la respuesta a glicina, sero-
tonina y dopamina. Es posible que algunos efectos cen-

trales del alcohol como la ansiolisis, relajacion mus-

cular yla sedacion, se deban a esta accidn facilitadora.

Otros alcoholes presentan los mismos efectos, aunque
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en menor proporcion :

etanol > metanol > isopropilalcohol > propanol-1

El tratamiento agudo con alcohol incrementa la
densidad de los sitios de union para Gaba, no apare-
ciendo tolerancia a este efecto en el tratamiento cro-
nico. los gabamiméticos incrementan los efectos del
etanol sobre la conducta en la intoxicacidn aguda por
etanol y en el sindrome de abstinencia, mientras que
los antagonistas gabaérgicos disminuyen tales efectos
(45, 170).
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VI BENZODIACEPINAS Y LIGANDOS ENDOGENOS

Se discute la existencia y naturaleza de ligandos
endogenos para los receptores benzodiacepinicos como
existen para los receptores opiacéos. E1 acido etil-es-
ter-beta-carbolina-3-carboxilico (B-cc) obtenido en pe-
quehas cantidades de orina humana, es la sustancia or-
ganica mas potente capaz de interactuar con el receptor
benzodiacepinico. No obstante ni el B-cc, ni ningGn de-
rivado suyo se ha identificado en el Sistema Nervioso
Central.

ILa hipoxantina, inosina y nicotinaminda, presen-
tes en cerebro, tienen una afinidad por el receptor
benzodiacepinico cien mil veces menor que el B-cc, por
lo que no se pueden considerar ligandos endogenos para
estos receptores.

También se han propuesto como posibles 1ligandos
endogenos para estos receptores, la nefentina que inhi-
be la fijacion del diacepan y el tromboxano A, ,pero

falta informacidén que permita asegurarlo (1, 26).
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VII ANTAGONISTAS DE RECEPTORES BENZODIACEPINICOS

El acido etil-ester-beta-carbolina-3-carboxilico,
no tiene acciones anticonvulsivantes ni ansioliticas
como las benzodiacepinas. lLas imidazobenzodiacepinas
(RO-5-1788) y las pirazoloquinolinas (CGS-8216), tienen
un comportamiento semejante,  impidiendo las acciones
sedantes, anticonvulsivantes y ansioliticas de las ben-
zodiacepinas; por 1o que con reservas pueden calificar-
se como antagonistas de los receptores benzodiacepini-
cos.

Su importancia clinica es desconocida por el mo-
mento. Podrian ser de utilidad en pacientes de cirugia
menor excesivamente sedados por benzodiacepinas o para
detectar la tolerancia a estos farmacos si aparece sin-
drome de abstinencia. En sobredosificacién por benzo-
diacepinas probabl'emente no serian utiles, ya que la
naturaleza competitiva de 1la interaccidén requereria
dosis muy elevadas del antagonista, que podrian produ-
cir efectos indeseables propios (14, 26, 97, 114, 174).

' Otros ligandos de los receptores benzodiacepini-
cos yde estructura beta-carbolinica recientemente des-
cubiertos, como el metil 6,7 dimetoxi-4-etil-beta-carbo-
lina-3-carboxilato o DMCM y el metil-beta-carbolina-3-
carboxilato o B-CCM, que producen convulsiones en rato-
nes y ratas, también se comportan como antagonistas.

Finalmente los derivados de amino-gamma-carboli-
nas, 3-amino-1-4-dimetil-SH-pirido-(4-3)-pindol o Trp-
P-1 y 3-amino-1-metil-5H-piriudo-(4-3)-indol o Trp-P-
-2, antagonizan : el primero, el efecto supresor del
diacepan sobre las convulsiones y muerte producidas por
el pentilenetetrazol y el segundo, precipita ataques

convulsivos y muerte en animales.
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Se comprueba por tanto, que sobre un solo tipo
de receptor benzodiacepinico actuan dos clases de agen-
tes con efectos opuestos, los ligandos convulsivos Yy
las benzodiacepinas. Como es 16gico los antagonistas
de los receptores benzodiacepinicos, inhiben los efec-
tos de ambas clases de ligandos ocupando simplemente
el receptor y obstruyendo el acceso a otros ligandos.
Al contrario que los agentes similares a las benzodia-
cepinas que incrementarian la neurotransmisién gabaér-

gica, los ligandos convulsivos la reducirian (86, 147).




VIII ACCIONES FARMACOLOGICAS DE LAS BENZODIACEPINAS.

Aunque esta muy extendido el concepto de que e-
xisten benzodiacepinas especificamente hipnéticas, an-
sioliticas, etc., todas las benzodiacepinas presentan
los mismos efectos terapetticos y/o téxicos; variando
la potencia segin el efecto que se considere. La razén
de estas diferencias, aunque se manejan distintas hipo-

tesis, se desconoce todavia.

A) Ansiolisis

La disminucién o desaparicion de la ansiedad,
tanto reactiva como endogena, es uno de los principales
efectos de las benzodiacepinas. la ansiedad es un meca-
nismo de defensa frente a determinadas situaciones o
agresiones. Cuando esta respuesta es mayor que el esti-
mulo que la origina o se mantiene de forma indefinida,
es cuando se hace necesario el uso de farmacos ansioli-
ticos, de los que las benzodiacepinas son los mas efi-
caces y los mejor tolerados.

A pesar del efecto ansiolitico, las 7-nitroben-
zodiacepinas producen hiperactividad en ratones, ratas
y monos (6).

Las benzodiacepinas disminuyen la agresividad en
los animales de experimentacidén sin deteriorar las fun-
ciones neuroldgicas ni reducir la actividad general
psicomotora. lLas benzodiacepinas en las que predominan
los efectos ansioliticos (clordiacepdéxido, diacepén),
disminuyen la agresividad defensiva pero no incrementan
la ofensiva o de ataque. También en algunas personas,
las benzodiacepinas alivian la ansiedad, pero aumentan

su irritabilidad y hostilidad. Este efecto, poco fre-
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cuente, predomina en casos de gran ansiedad y se cree
que es debido a la desinhibicidén que producen (79).

Bajo los efectos de las benzodiacepinas, los ani-
males realizan actos que suponen un premio aunque reci-
ban un castigo; es decir, inhiben la tendencia que tie-
ne el animal a contener la conducta conservadora ante
el castigo, suprimiendo el miedo a una situacidén con-
flictiva. los ansioliticos por tanto favorecen la rea-
paricién de la conducta que habia sido suprimida por
el castigo, quizas porque liberan la conducta de su in-
hibicién. Todos estos efectos anticonflictivos, se im-
piden con el pretratamiento con bicuculina o tiosemi-
carbazida. En consecuencia, puede asegurarse que las
acciones de las benzodiacepinas sobre la conducta,no
pueden atribuirse a una depresién general del Sistema
Nervioso Central(6).

El mecanismo de la accidén ansiolitica consistiria
en el estimulo del subtipo I de receptor benzodiacepi-
nico. lLa accidén ansiolitica de estos farmacos esta lo-
calizada en el sistema limbico, fundamentalmente en el
hipocampo y 1la amigdala; aunque a altas dosis, alcanza
a otras estructuras incluida la formacidén reticular.
Su selectividad sobre el hipocampo, explica la capaci-
dad de liberar la conducta previamente suprimida. Sin
embargo es dificil correlacionar hipocampo y ansiolisis
a pesar de que la lesién bilateral del hipocampo produ-
ce modificaciones de la conducta similares a las obser-
vadas con el uso de las benzodiacepinas.

La accién de las benzodiacepinas sobre otras a-
reas cerebrales, podria deberse a las conexiones del
hipocampo con esas areas y/o a la falta de selectividad
de la accidon a altas dosis. Ello explicaria su capaci-
dad de bloquear las respuestas vegetativas y otras a-

cciones conductuales (6, 62, 78).




B) Hipnosis

Todas las benzodiacepinas tienen accidén hipnéti-
ca, aunque a dosis superiores a las ansioliticas, por
su efecto depresor sobre la formacidén reticular activa-
dora ascendente.

Los efectos sobre el electroencefalograma y las

etapas del suefio son los siguientes (29, 49, 61, 79,
80, 112, 115, 123):

- En el E.E.G., reducen el ritmo alfa y aumentan el be-

ta. Estos efectos son sobretodo evidentes en las areas
frontales y rolandicas. También disminuyen la amplitud
de los potenciales evocados, acortando la latencia del
primer pico y prolongando la del maximo tardio. Existe
tolerancia a estos efectos a los pocos dias de iniciar
la administracién de las benzodiacepinas.

- La accion de las benzodiacepinas sobre las fases del
suefio se conoce a través de los estudios realizados ca-
si siempre en sujetos sanos, no existiendo apenas estu-
dios en pacientes neurdticos, depresivos, esquizoides
o en pacientes efectos de otros procesos que cursan con
insomnio.

- No todas las benzodiacepinas producen 1los mismos e-
fectos sobre las.fases del suefio, ignorandose si tales
diferencias son farmacocinéticas o farmacodinamicas.
Todas sin embargo, producen un suefio profundo y repara-
dor, siendo més evidente en los insomnes, en los que
puede 1llegar a triplicarse la duracidén del suefio. Se
desconoce el mecanismo de esta acciodn.

- La mayoria de las benzodiacepinas disminuyen la la-
tencia del suefio (sobre todo la primera vez que se u-
san) y el numero de despertares.

- La duracion de la primera etapa del suefio disminuye

con el fluracepan, loracepan, nitracepan y temacepan,
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pero aumenta con el clordiacepdéxido, diacepan y oxace-
pan.

- La duracion de la segunda etapa aumenta con todas las
benzodiacepinas, mientran que la de las dos ultimas
etapas (3 y 4), se acorta.No obstante en pacientes neu-

roticos o con depresién endégena, el temacepén prolonga

la etapa 3 y abrevia la 4. la disminucidn del suefio de

la etapa 4 se acompafia de una reduccidén de los terrores
nocturnos y pesadillas. Sin embargo, si la disminucidn
es intensa, estos fendOmenos pueden pasar a las horas
de vigilia (pesadillas diurnas).

- las benzodiacepinas aumentan 1la latencia del suefio
REM, excepto el fluracepan que la acorta en algunos in-
somnes neurdoticos o psicoticos. lLa frecuencia de 1los
movimientos oculares durante el suefio REM disminuye.
La duracion total de suefio se acorta en general no ocu-
rriendo esto a dosis bajas.

- E1 triazolan disminuye el suefio REM en las primeras
horas, pero el tiempo perdido se recupera despues. Se
desconose si esto se debe a la aparicidén de tolerancia
aguda o a una rapida eliminacion del farmaco. Incluso
con benzodiacepinas que reducen el suefio REM, el numero
de ciclos del mismo aumenta casi siempre. Algunas, en
realidad, aumentan el suefio REM y la actividad rapida
durante el mismo en esquizofrénicos, deprimidos, neurd-
ticos, insomnes sin patologia psiquiatrica y personas
que trabajan alternativamente de dia y noche.

- las benzodiacepinas no disminuyen la relajacion de
los misculos cervicales que se produce al iniciarse el
suefio REM, pero si l1la intensidad de los estallidos de
taquicardia que se producen durante el mismo y 1las
fluctuaciones de la resistencia cutanea que tienen lu-
gar en la etapa 2. No obstante, pese al aumento de ci-

clos REM, el numero de desplazamientos a las primeras
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etapas (0 y 1) del suefio y la cantidad de movimientos
corporales estan disminuidos. A pesar de lo anterior,
el efecto neto de 1las benz&hiacepinas es un aumento del
tiempo total de suefio.

- Se admite que la disminucion del suefio REM por las
benzodiacepinas tiene correlacién con un mayor confort

del suefio, mientras que su disminucién producira in-
quietud e insomnio. Ello contrasta con 1o que ocurre
en el suefio natural, donde la sensacion de suefio pro-
fundo se correlaciona con la cantidad de SWS. E1 aumen-
to de la actividad beta rapida inducido por estos com-
puestos, puede correlacionarse con la sensacion al des-
pertar de no haber descansado.

— Con el uso repetido de benzodiacepinas, los efectos
sobre las diversas etapas del suefio se atenuan a las
pocas noches, pero no desaparecen. Esta tolerancia es
mas pronunciada sobre el suefio REM que sobre el suefio
no REM.

- Si tras varias semanas de empleo como hipndtico, el
farmaco se suspende bruscamente puede haber un rebote
de la cantidad y duracidén del suefio REM. la suspension
brusca de cloracepato, loracepan o nitracepan, causa
una disminucién de la latencia del suefio REM y un au-
mento de la duracidén del mismo. Con fluracepan y tria-
zolan, el efecto rebote es leve, no modificandose el

numero de suefios REM.
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C) Anticonvulsivante y antiepiléptica

Las benzodiacepinas tienen accidon anticonvulsi-
vante frente a diferentes estimulos y ademas una accidn
antiepiléptica especifica frente a distintas clases de
epilepsia. En concreto, el diacepan es eficaz en crisis
y status epilepticus, mientras que el clonacepan y el
nitracepan se emplean especificamente en encefalopatias
epileptégena en pediatria.

No actian sobre el foco epileptdégeno, sino sobre
la propagacidén subcortical de la descarga. Es decir,
inhiben la propagacién de los impulsos desde el foco.

El mecanismo intimo de accién es un estimulo de
los receptores benzodiacepinicos tipo I, que provoca
un incremento de la inhibicidén gabaérgica de las neuro-
nas del foco epileptégeno, con descenso del GMPc intra-
celular. Aumentan también la inhibicidén pre y postsinap
tica, acortando las postdescargas inducidas por el es-
timulo de la amigdala y del sistema limbico. Producen
ademas una disminucidén del '"turnover" de las catecola-
minas y aumentan el contenido cerebral de serotonina
Y &4cido hidroxi-indol-acético sdlo durante los primeros
dias de su administracién (30, 62, 124, 144).




D) Relajante muscular

Todas las benzodiacepinas reducen el tono muscu-
lar y esta accién ha sido utilizada en clinica en el
tratamiento de diversos cuadros de hipertonia muscular,
tanto por lesiones neurolbgicas como secundarias a al-
teraciones articulares, 6seas o musculares.

La relajacién muscular se debe a la accidn depre-
sora de las benzodiacepinas en distintos niveles del
sistema nervioso:

- Formacidn reticular activadora descendente del tron-
co cerebral.

- Médula (inhibicidén presinaptica que disminuye 1los
impulsos que llegan a las neuronas).

- Cerebelo (sin confirmacidén definitiva).

La accién sobre la formacién reticular se produce
con dosis altas, que deprimen los demas efectos de las
benzodiacepinas. Por ello, en la practica, sélo con do-
sis que producen somnolencia se obtiene miorrelajacion,

10 que limita su empleo en clinica (62, 94).

Se ha referido sin embargo, que algunas benzodia-
cepinas producen hipotonia muscular sin interferir en
la locomocidén; el clonacepan a dosis no sedantes causa
relajacion muscular en el hombre, cosa que no ocurre

con el diacepan y la mayoria de las benzodiacepinas (6).
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E) Respiracidn

Dosis hipnéticas de triazolan y fluracepan, no
tienen efectos sobre la respiracion de sujetos norma-
les. Dosis preanestésicas de las mismas benzodiacepi-
nas, deprimen ligeramente la ventilacion alveolar como
resultado de la disminucién del impulso hipéxico .y no
del hipercapnico (la respuesta al 002 no esta afectada)
No obstante, en algunos casos la depresidén de la venti-
lacion alveolar puede llegar a causar acidosis respira-
toria.

A pesar de la levedad de los efectos respirato-
rios, el nitracepdn y diacepan disminuyen la ventila-
cién alveolar y 1la PO2 en sanos y pueden causar narca@s
por CO2 en pacientes con enfermedad pulmonar obstructi-

va crodonica (79).

F) Sistema cardiovascular

Experimentalmente, el diacepan no potencia la ca-
pacidad arritmogénica de 1la ouabaina, pero acorta el
tiempo de aparicidén de la fibrilacidn ventricular y el
de supervivencia. Ello indica que el diacepan en trata-
mientos agudos incrementa la toxicidad cardiaca de la
ouabaina y lo hace de forma dosis-dependiente. La infu-
sién de propranolol o la adrenalectomia inhiben el
efecto del diacepéan referido anteriormente. Lo que su-
giere que el diacepadn incrementa el contenido de cate-
colaminas de 1las suprarrenales y aunque el mecanismo
es desconocido, se cree que aumenta la sintesis local
de tirosin-hidroxilasa o de fenil-etanol-amina-N-metil-
transferasa (28).

El tratamiento crdénico con diacepan, también pro-
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duce un incremento en el contenido de las catecolaminas
adrenales y la posterior administracion de ouabaina,
produce una gran liberacion de catacolaminas que son
las responsables de la alta incidencia de arritmias
(68).

En el hombre los efectos cardiovasculares de las
benzodiacepinas son de poca entidad, salvo en la into-
xicacion severa y no son igualés con todos los compues-
tos.

Dosis hipndticas de triazolan y fluracepéan no a-
fectan las funciones cardiovasculares. las dosis anes-
tésicas de diacepan y loracepan disminuyen moderadamen-
te el trabajo sistoélico ventricular izquierdo, el volu-
men sistélico y el gasto cardiaco. El11lo conduce a un
descenso de la presidn arterial sistdélica y a un aumen-
to reflejo de las resistencias periféricas y de la fre-
cuencia cardiaca. E1 flunitracepan produce vasodilata-
cioén periférica que disminuye la presidén arterial, el
trabajo cardiaco y la postcarga, desencadenando un ta-
quicardia’refleja (79).
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G) Analgesia

En ratones, s6lo el diacepan es analgésico y ademas
potencia los efectos antinociceptivos de los analgési-
cos narcoticos. Esta accidén es revertida por picrotoxi-
na y bicuculina (antagonistas gabaérgicos), 1o que in-
dica que es secundaria a la accioén de las benzodiace-
pinas sobre la transmisidén gabaérgica. Corroborando 1o
anterior, el muscimol (agonista gabaérgico), inhibe 1la
hipermotilidad por morfina en el ratdn.

En el hombre, el diacepan por via intravenosa,
produce analgesia transitoria y a diferencia de 1los
barbitaricos no produce hiperalgesia. lLas dosis altas
de diacepéan, potencian la accidén analgésica de los opi-
acéos y parece que esta accidén estid mediada a través

de mecanismos ansioliticos (6, 103).
H) Memoria

Las benzodiacepinas interfieren 1la transferencia
de informacién de la memoria de corto plazo a la de
largo plazo. Por otro lado las dosis pequefias de diace-
pan, provocan fallos en la memoria y el loracepan pro-
duce mas amnesia que otras benzodiacepinas. las dosis
preanestésicas de benzodiacepinas deterioran la memoria

con la consecuente amnesia retrbégrada (6, 48).
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I) Benzodiacepinas y efectos sobre la coagulacidén san-

guinea y hemostasis

El acido acetil-salicilico, probenecid y aminopi-
rina desplazan al diacepan de su unién a las proteinas
plasmaticas, por 1o que incrementan sus efectos (34).

lLa administraci6n simultanea de heparina y benzo-
diacepinas en pacientes sanos; produce un gran (150-250
%) y rapido (30-45 min.) aumento en la fraccidén 1libre
del diacepan, clordiacepéxido y oxacepédn, pero no en
el loracepan. En voluntarios sanos en ayunas, estos in-
crementos que aparecen a los 90 segundos de la adminis-
tracion de la heparina y se normalizan a los 30-45 mi-
nutos, son pequefios pero significativos. En pacientes
hepatopatas la respuesta es variable (51, 52, 177).

En enfermos tratados con diacepan, la admistra-
cién de heparina duplicd a los 15 minutos la fraccidn
libre y la de su metabolito, el nordiacepan, sin variar
la concentracion total de farmaco en sangre. Este efec-
to, que no ocurre "in vitro", sugiere un desplazamiento
de la unién de las benzodiacepinas a 1las proteinas
plasmaticas por un mecanismo indirecto. Posiblemente
la heparina activa lé lipoproteinlipasa, que a su vez
incrementa la concentracidén de acidos grasos , que son
los que finalmente desplazan a las benzodiacepinas de

sus lugares de unién a la albumina. Por tanto, en base

a lo anterior, el uso de heparina debe evitarse en tra-
tamientos con diacepan, clordiacepdxido y oxacepan. Una
precaucién similar debe tenerse en pacientes con hipo-
albubinemia, en 1los qué se encuentran elevados tanto
la fraccidén libre, como la cantidad total de farmaco
(91, 140).

Por otro lado, diferentes estudios han demostrado




87

que las benzodiacepinas no modifican las concentracio-
nes plasmaticas de warfarina, ni su metabolismo hepati-
co. Tampoco existen modificaciones en los estudios de
coagulacion entre los pacientes tratados con benzodia-
cepinas y los controles. Todo ello permite la adminis-
tracion simultanea y sin riesgo de benzodiacepinas y
anticoagulantes orales (27, 65, 111, 121, 139, 145).
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IX TINDICACIONES TERAPEUTICAS DE LAS BENZODIACEPINAS

A) Tratamiento de la ansiedad

Constituye la principal indicacidén de estos far-
macos. En los pacientes que presentan ansiedad, las
benzodiacepinas no s6lo alivian la misma sino también
los variados sintomas subjetivos y objetivos que 1la
acompafnan.

No existe correlacién entre los niveles plasmati-
cos de las benzodiacepinas y sus efectos terapeuticos,
dada la gran variabilidad de respuesta de un paciente
a otro en relacién a las concentraciones plasmaticas.
De todos modos con algunas benzodiacepinas se han sefia-
lado algunas relaciones (120):

. Para el diacepéan :

- De 80 a 150 ng/ml, comienza la aparicidén de los pri-
meros efectos.

- Entre 400 y 500 ng/ml, desaparece la ansiedad.

- De 900 a 1000 ng/ml, aparecen efectos indeseables co-
mo vértigos, ataxia, alteraciones de la memoria, per-
turbacion de la actividad motriz, etc.

. En cuanto al flunitracepan:

- De 6 a 8 ng/ml, aparece hipnosis y entre 18 y 20
ng/ml, alteraciones de la memoria.

La accién de las benzodiacepinas sobre la ansie-
dad es tanto mayor cuanto mas intenso es el sintoma.

El médico general prescribe mis benzodiacepinas
que el psiquiatra, ya que es quien mads frecuentemente
recibe a pacientes afectados de "tensidn nerviosa", que
no siempre mejorara con ansioliticos puesto que no toda
tensidén nerviosa presupone ansiedad.

En el tratamiento de la ansiedad se debe tener
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en cuenta su curso. En caso de ansiedad episddica, sélo
se deben prescribir las benzodiacepinas en las fases
activas. Cuando la ansiedad es permanente, el trata-
miento debe mantenerse con la minima dosis posible.

Sabiendo que todas las benzodiacepinas son ansio-
liticas, se debe elegir aquella cuyo indice ansiolisis/
sedacidén sea més favorable. Con las de accién corta
(bromacepan, loracepan, oxacepan), existe menos peligro
de sedaci6én y acumulacién, pero es necesario adminis-
trarlas dos o tres veces en el transcurso del dia. Con
las de accién prolongada (clordiacep6éxido, diacepéan),
es suficiente una sola dosis al dia, pero existe un ma-
yor riesgo de acumulacidén y sedacién. En personas de
edad es conveniente emplear benzodiacepinas de accidn
corta (2, 6, 60, 62).

En la ansiedad no neurdtica, como la de la depre-
sién, las benzodiacepinas son poco utiles. Una benzo-
diacepina nueva, el "alprazolan", de vida media inter-
media (10 a 12 horas) y que no presenta metabolitos ac-
tivos, ademds de su accidén ansiolitica ha mostrado ser
de. eficacia similar a la imipramina en el tratamiento
de la depresidén unipolar, por lo que puede estar parti-
cularmente indicada en pacientes con sintomas ansiosos/
depresivos. Anque en la esquizofrenia las benzodiace-
pinas son ineficades, existen indicaciones para su em-
pleo cuando la ansiedad es un sintoma de la esquizofre-
nia o cuando traduce el stress que siente el paciente

por sufrir dicha enfermedad (47).
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B) Tratamiento del insomnio

Para el uso de medicamentos en el tratamiento del
insomnio debe tenerse en cuenta que (49, 96):
- lLa prescripcién de un hipnético somete al paciente
a un riesgo de abuso, puede enmascarar las sehales y
los sintomas de un proceso patoldgico pernicioso y e-
Xxarcerbar peligrosamente una apnea del suefio no recono-
cida.
- lLos farmacos no hipndéticos pueden ser superiores a
los hipnéticos cuando el insomnio tiene una causa espe-
cifica, verbigracia, la dextroanfetamina mejora el sue-
fio en pacientes hipercinéticos o con enfermedad de Par-
kinson, los antidepresivos mejoran el insomnio que a-
compaha a las depresiones endogenas,en los trastornos
del suefio presentes en pacientes psicoticos e hiperti-
roideos el tratamiento especifico (fenotiacinas o halo-
peridol y antitiroideos respectivamente), puede produ-
cir una mejoria suficiente.
- No todos los pacientes con insomnio son candidatos
para la terapelGtica con hipndéticos; ya que el insomnio
puede deberse a otras causas como la ingestion de ali-
mentos o café a la hora de acostarse, ambiente climati-
co inadecuado, colchdén o almohadas defectuosos, etc.
- Por tanto, una vez decidido el uso de un hipndético
para el tratamiento del insomnio los parametros claves
en su seleccidén son:
- Posibilidad de gque se abuse de su empleo.
- Efectos de la abstinencia.
- Potencial de tolerancia.
- Interaccidén con otros farmacos.
- Duracién de su actividad.

- Las benzodiacepinas han sustituido a los barbitaricos
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como medicamentos hipnéticos, ya que su toxicidad, to-
lerancia y dependencia son muy inferiores y no tienen
actividad inductora enzimatica.

- Cualquier benzodiacepina , a dosis conveniente, tiene
capacidad hipndética; la clave de su eleccidn sera saber
cual va a producir un suefio mas fisioldgico, con menor
repercusién en la actividad normal del dia siguiente.

- La eleccidén del farmaco depende también de que el pa-
ciente tenga dificultad para conciliar el suefio o para
seguir durmiendo. En la primera situacidn la benzodia-
cepina aconsejable es una de accioén breve, por ejemplo
el triazolan. Los pacientes que precisen un hipnético
que surta efecto durante toda la noche, deben tratarse
con las benzodiacepinas de vida intermedia como lorme-
tacepan. No son recomendables las benzodiacepinas ni-
tradas (nitracepan, flunitracepan, etc.)que producen
con gran intensidad sintomas residuales al despertar.En
los pacientes que ademias de padecer insomnio tienen un
gran componente de ansiedad durante todo el dia, las
benzodiacepinas de accidén prolongada (diacepan) serian
las mas eficaces (123, 162, 179).

- En la apnea del suefio estan indicadas las benzodiace-
pinas que no son depresoras respiratorias como triazo-
lan y fluracepéan (79).

- En el tratamiento crénico del insomnio debe evitarse
la medicacidén nocturna continua; asi tras una buena no-
che de suefo, debe suspenderse el farmaco durante dos
0 tres dias para minimizar los inconvenientes de su em-
pleo mantenido.
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C) Tratamiento de la epilepsia y otros sindromes con-

vulsivos

Las benzodiacepinas con mayor potencia anticon-
vulsiva son diacepén, nitracepén y clonacepan, investi-
gado y sintetizado éste ultimo para el tratamiento de
la epilepsia. .

Aunque las tres son anticonvulsivantes de amplio
espectro y por via intravenosa,en el tratamiento del
status epilepticus; el diacepan es el mas empleado en
esta situacidén. El1 clonacepan que es mas potente, pre-
senta el inconveniente de producir mayor depresidén res-
piratoria y sedacidén (30, 144).

En otros tipos de epilepsia, incluyendo los cua-
dros psicomotores y los espasmos mioclonicos infantiles
que son dificiles de tratar, se pueden prescribir las
benzodiacepinas por via oral; aunque en los espasmos
mioclonicos no suele emplearse el diacepan oral.

En la hipertonia y convulsiones del tétanos, la
benzodiacepina mas usada es el diacepan intravenoso a
dosis elevadas y aunque produce depresion respiratoria
y pérdida de conciencia, ello no suele ser un problema,
ya que este tipo de pacientes suele estar ingresado en
unidades de vigilancia intensiva. Una vez conseguido
el control de las convulsiones, si se mantienen las e-
levadas dosis inciales, dadas las caracteristicas far-
macocinéticas del diacepan existe el riego de que au-
menten mucho sus niveles plasmaticos, por tanto si la
crisis ha remitido se debe disminuir la posologia (35,
62, 158).

En la preeclampsia se utilizada el diacepan a do-
sis relativamente altas, pero por via oral,con el fin

de conseguir una buena sedacion. En la eclampsia, 1la
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benzodiacepina indicada es el diacepan intravenoso, co-
menzando con 5 mg y repitiendo la dosis hasta conseguir
el control de la crisis (48). '

D) Tratamiento de los espasmos y distonias musculares

E1l efecto terapelGtico de las benzodiacepinas en
espasmos musculares secundarios a traumatismos, infla-
macién, esguinces, etc. es nulo si no se usan a dosis
altas, 30 a 40 mg de diacepan por dia repartidos en
tres tomas, que producen sedacién. Si la espasticidad
es de origen neurolégico las benzodiacepinas tienen una
eficacia limitada y nula si existe lesién central.De

cualquier forma, para evitar la sedacion, los trata-
mientos se inician con dosis bajas (2-4 mg/dia) que se
iran elevando progresivamente (10).

Conviene recordar que la eficacia antiespéstica
de las benzodiacepinas disminuye con el tiempo, por 1lo
que conviene intercalar periodos de descanso en la te-
rapeutica.
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E) Indicacién en la preanestesia y anestesia

El principal objetivo que se persigue con las
benzodiacepinas en estas circunstancias es calmar la
ansiedad preoperatoria, inducir un suefio preanestésico
y sedar la agitacidén postquiruargica.

La noche anterior a la qperacién se utilizan como
hipnéticas, siendo el diacepan por via oral la mas uti-
lizada.

Como inductor anestésico, también la mas utiliza-
da es el diacepan a dosis altas. Estos farmacos no son
verdaderamente anestésicos, pues el paciente conserva
el conocimiento y la relajacién muscular suficiente pa-
ra que la cirugia sea viable. No obstante existe una
amnesia retréograda que crea la ilusidon de una anestesia
previa.

Si se recurre a la via intravenosa los efectos
se manifiestan a los 1 6 2 minutos de la administra-
cién, produciendo sedacidén, relajacién del miasculo es-
quelético y amnesia; la ventilacioén pulmonar desciende
y se incrementa la frecuencia respiratoria, pero sin
repercusién clinica. En el aparato cardiovascular pro-
ducen pocos cambios y aunque puede aumentar el pulso
no hay cambios del gasto cardiaco ni de la presidén san-
guinea.

lLas Ultimas benzodiacepinas introducidas, fluni-
tracepan y loracepén, también se emplean como inducto-
res anestésicos. E1 loracepan se suele administrar por
via intramuscular, pues a diferencia del diacepéan, su
accidén por esta via es rapida y segura.

Se utilizan también en maniobras exploratorias
de corta duracidén (laparoscopias, angiografias, bron-

coscopias, etc.). En tales casos el efecto amnésico de
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las benzodiacepinas es muy importante, ya que evita al
paciente el recuerdo de los aspectos negativos de estas
exploraciones (35, 48, 62).
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F) Tratamiento del alcoholismo crdnico

En el sindrome de abstinencia alcohdlica, las
benzodiacepinas son muy eficaces para el tratamiento
de la excitacion excesiva, convulsiones, ansiedad etc.;
ademas favorecen el suefio y reducen las perturbaciones’
psicolégicas. .

Hay varias razones que apoyan su empleo en esta
indicacidén : tienen dependencia cruzada con el alcohol,
son anticonvulsivantes y presentan mejor indice tera-
peutico que otros farmacos hipndético-sedantes.

La benzodiacepina mas utilizada es el diacepéan,
se inicia el tratamiento por via intravenosa hasta con-
trolar la crisis, pasando después a la via oral con re-
duccidén progresiva de la posologia.

Cunado se usan benzodiacepinas en éste sindrome,
hay que tener en cuenta si los pacientes estan tomando
disulfiran, ya que éste puede modificar el metabolismo
de las benzodiacepinas. En efecto, el disulfiran reduce
la eliminacién de las benzodiacepinas, sobre todo 1la
de clordiacepdxido y diacepan, tanto en pacientes nor-
males como en alcohdélicos. Por tanto en estas circuns-
tancias se puede producir acumulacién, por 1o que es
conveniente reajustar la posologia(35, 62, 149, 150).

La mayoria de estos pacientes padecen hepatopatia
etilica que facilita la acumulacidén de las benzodiace-
pinas de vida media larga por reducir su biotransforma-
cién hepatica. Por consiguiente en alcohélicos crdnicos

se deben utilizar benzodiacepinas de vida media corta.
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G) Terapeutica coadyuvante con benzodiacepinas

Al utilizar las benzodiacepinas para tratar las
alteraciones emocionales que acompafian a sindromes or-
ganicos (cardiovasculares, digestivos, endocrinos, gi-
necolodgicos, etc.), existe la posibilidad de que inte-
raccionen con otros féarmacos.'El empleo sistematico de
las benzodiacepinas como terapeutica coadjuvante no
tiene justificacidon salvo que exista ansiedad sobreaha-
dida. Naturalmente son criticables desde el punto de
vista farmécolégico, los medicamentos que incluyen una
benzodiacepina Jjunto a otros farmacos tales como pro-
tectores gastricos, fermentos digestivos, normotenso-

res, antiarritmicos, etc.
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X OTROS APARTADOS.

A) Efectos indeseables y contraindicaciones.

Las benzodiacepinas son medicamentos que a pesar
de tener un alto indice terapeGtico, pueden producir
reacciones adversas. lLa frecuencia aproximada de 1las
mismas es del 10% de los pacientes tratados. Su DL50
es elevada, por lo que la intoxicacidén aguda no suele
ser grave; también producen menos tolerancia y depen-
dencia que otros farmacos similares (158).

El efecto indeseable mas frecuente es la depre-
sién del sistema nervioso central. la disminucién de
la vigilia, somnolencia, enlentecimiento del pensamien-
to, confusidén (sobre todo en pacientes de edad), etc.,
son directamente proporcionales a las dosis empleadas.

Para una benzodiacepina determinada, la sensibi-
lidad individual es variable, 1o que justifica el ajus-
te de la posologia, mas facil de realizar en funcidn
de los efectos indeseables que de los terapelticos (48,
62).

En su uso como hipnéticos, la existencia de sin-
tomas residuales a la mafiana siguiente estara en fun-
cion de la vida media del farmaco elegido. Con una sola
dosis tales sintomas son mas ostensibles con diacepéan,
loracepan y nitracepadn que con fluracepan y triazolan.
Durante la administracidén repetida, los efectos del ni-
tracepan persisten casi 20 horas, los del fluracepan
mas de 10 horas, los del flunitracepan de 10 a 20 horas
Yy los del triazolan menos de 16 horas, 1o cual no con-
cuerda con su vida media.

El nitracepan y el fluracepan, éste ocasionalmen-

te, aumentan la frecuencia de pesadillas durante el
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suefio, especialmente en la primera semana de uso (79).

Finalmente conviene sefialar que incluso con ben-
zodiacepinas de vida media breve, pueden observarse al-
teraciones de la vigilia en caso de despertar precoz.

La sedacidn es un ejemplo de que un mismo efecto
puede ser terapeltico o indeseable; asi en un paciente
con ansiedad e insomnio, contribuird a la eficacia del
farmaco utilizado de primera intencidén como hipnético.

La disminucidén del rendimiento fisico y psiquico
se debe a : descenso de la vigilia, efecto relajante
muscular, cambios en la memoria, concentracién y orga-
nizacién del pensamiento. lLas consecuencia derivadas
de ello son bien conocidas en lo concerniente a conduc-
tores de automoviles o a personas que manejan cualquier
maquina o que precisan realizar movimientos muy finos.
El efecto relajante explica la gran prudencia que es
preciso tener en el uso de las benzodiacepinas en pa-
cientes con miastenia gravis o insuficiencia respirato-
ria (42, 60, 61, 144).

Aunque 1los pacientes no 1lo detecten, el empleo
de benzodiacepinas provoca una amnesia retrbégrada. Sin
embargo este efecto indeseable se puede convertir en
terapeatico cuando, por ejemplo, tratamos de que un pa-
ciente olvide los efectos traumatizantes de un examen
endoscoédpico.

También se han descrito trastornos del comporta-
miento de naturaleza depresiva, perd casi siempre estos
pacientes padecian una afeccidn somatica grave, tomaban
otros farmacos y/o presentaban algin trastorno emocio-
nal primario. Ademas, aunque las benzodiacepinas redu-
den la agresividad del paciente, en un 5-10% de los ca-
sos pueden aumentarla, posiblemente por el efecto de-
sinhibidor que producen. El1 desconocimiento de tales

reacciones puede mover al médico al aumento de la poso-
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logia, cuando 1o correcto seria reducirla o incluso su-
primir las benzodiacepinas en estos pacientes. Se ha
sefialado que a dosis altas, por ejemplo 400 mg/diace-
pan/dia en enfermos psiquiatricos (cuando no hay Jjusti-
ficacién clara o interés terapeutico demostrado), pue-
den aparecer alteraciones del comportamiento sexual y
social por su efecto desinhibidor.

Ocasionalmente también se han descrito : reaccio-
nes dérmicas, hematoldgicas y hepaticas, vOémitos, mo-
lestias epigastricas, diarreas, dolores articulares y
toracicos, fiebre, vértigos, cefaleas, naiseas y otros
efectos indeseables de incidencia minima.

Es conveniente no administrar las benzodiacepinas
en el primer trimestre del embarazo, pues se ha descri-
to la aparicion de algin caso de labio leporino.

Su empleo en las proximidades del parto puede o-
casionar el denominado sindrome del "floppy infant"
(nifio hipotdénico o desmadejado), en el que el nifio nace
con hipotonia, hipotermia y depresion respiratoria (6,
62, 155, 187).

Contraindicaciones

Exceptuando los pacientes con alergia grave a e-
llas, las benzodiacepinas tienen pocas contraindicacio-
nes absolutas.

Deben utilizarse con cuidado en pacientes asmati-
cos o con insuficiencia respiratoria grave y en los que
padezcan miastenia gravis. Conviene recordar que en la
insuficiencia hepatica avanzada la vida media de algu-
nas benzodiacepinas estd aumentada, con el consiguiente

riesgo de acumulacidén y sobredosificacidén relativa.
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B) Dependencia

Las benzodiacepinas producen un sindrome de abs-
tinencia del mismo tipo que el de los barbituaricos,
aunque mas leve. No obstante en la mayoria de los casos
se pueden administrar sin grandes problemas y estos
pueden surgir en pacientes que, las tomaban a dosis ele-
vadas y/o durante largo tiempo.

Los sintomas que mas frecuentemente aparecen al
retirar las benzodiacepinas son (6, 48, 62, 155, 158):
ansiedad, irritabilidad, insomnio, pesadillas, etc.,
siendo excepcional la aparicidén de un verdadero sindro-
me de abstinencia con voOmitos, temblores, convulsiones,
etc.

Con 1las benzodiacepinas de vida media breve o
corta estos signos aparecen antes de 1las 24 horas,
mientras que con las de vida media prolongada tardan
en aparecer varios dias.

Cuando aparece dependencia es tanto fisica como
psiquica. E1 grado de la misma es dificil de cuantifi-
car, pues depende ademas de la benzodiacepina y del pa-
ciente, del entorno social del mismo. Asi, en ambien-
tes de drogaadicidn esta dependencia aparece mas facil-
mente que en su empleo terapeutico. E1 grado de incapa-
citacidén fisica, psiquica y social de un sujeto depen-
diente de benzodiacepinas, es inferior a la de un alco-
hélico o a la de un adicto a barbitiricos u otros se-
dantes. El riesgo de dependencia a las benzodiacepinas
también se relaciona con la rapidez de la acciobon, ya
que las de absorcidn rapida (diacepan) la presentan mas
rapidamente, puesto que el paciente asociarid con mas
facilidad la sensacién "placentera" con el medicamento

que acaba de ingerir.
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Ante un sindrome de abstinencia por benzodiacepi-
nas se plantea la disyuntiva de continuar la medicacidn
o retirarla. lLa primera opcidén, frecuentemente adoptada,
resuelve el problema inmediato pero no es la soluciébn
real del mismo. lLa solucidén mas racional es la retirada
paulatina del farmaco.

Aunque existe un cierto grado de dependencia a
las benzodiacepinas, no se puede hablar de una auténti-
ca toxicomania en caso de suprimirlas. Las benzodiace-
pinas son utilizadas a veces pdr los toxicomanos, pero

siempre en asociacidén y nunca como una droga dura.
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C) Tolerancia

A los efectos sedantes y antiepilépticos de 1las
ben zodiacepinas se establece cierto grado de toleran-
cia, ya que en pacientes crbénicos es necesario utilizar
‘dosis crecientes. Es dificil saber si con las dosis que
se emplean normalmente como ansioliticas o hipnéticas
se establecera también, aunque cabe esperarla si la ad-
ministracidén es continuada o crénica.

Como 1las benzodiacepinas no presentan autoindu-
ccién enziméatica, la tolerancia que se produce es de
tipo celular; probablemente por la alteracidén progresi-
va del acoplamiento de los receptores benzodiacepinicos
con los de Gaba, 1o que explicaria la necesidad de con-
centraciones cerebrales cada vez mayores de estos far-
macis para ejercer un mismo efecto.

Existe tolerancia cruzada con la metacualona, los
barbitaricos y en cierto grado con el etanol, siendo
conveniente suspender la benzodiacepina al primer indi-
cio de tolerancia (aumento de la dosis requerida).

El efecto rebote que aparece al suspender las
benzodiacepinas por tolerancia, genera ansiedad y hace
creer,incluso al médico en ocasiones, que son necesa-
rias dosis cada vez mayores, originandose un circulo
vicioso de mayor uso y tolerancia que facilitarid el de-
-sarrollo de abuso y tolerancia (6, 35, 62, 79, 144,
155, 158).
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D) Intoxicaciones agudas

La toxicidad aguda de las benzodiacepinas es re-
ducida y 1los accidentes mortales son excepcionales,
salvo que se asocien otros medicamentos o toxicos; ha-
ciendo la salvedad de los casos de ingestion de benzo-
diacepinas por nifios, en los cuales el cuadro de into-
xicacidon se ve agravado por las peculiaridades del su-
Jjeto.

En un estudio de 1los ingresos psiquiétricos en
el Hospital Universitario de Sevilla (HUS) a causa de
intento de suicidio por medicamentos, comprobamos que
el Valium (diacepén) ocupaba el segundo lugar de 1los
farmacos causales con un 16% (1976 y 1978) y el tercer
lugar con un 12% considerando el periodo 1976-1979
(193).

En los casos mas graves, la intoxicacidén cursa
con coma, dificultad respiratoria por 1la relajacion
muscular y depresién del centro respiratorio, que es
el principal problema terapeutico en estos casos. Hasta
el momento no se dispone de ningin antagonista especi-
fico de benzodiacepinas, aunque se estan estudiando los
antagonistas de sus receptores como el Ro-15-1788 y el
FG-7142 que ya referimos (35, 88).
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E) Interacciones

Las mas importantes son de naturaleza farmacodi-
namica con los depresores del Sistema Nervioso Central.
Es una interaccién ambivalente ya que puede considerar-
se, segin las circunstancias, como un efecto terapelGti-
co o indeseable. En el segundo caso, no s6lo aumenta
la toxicidad aguda, sino que el empleo simultaneo con
antihistaminicos, barbitauricos, neurolépticos, etc.,
repercute en el comportamiento social y laboral de es-
tos sujetos, ya que se modifica el estado de conciencia
y se altera la capacidad de conducir vehiculos o mane-
jar maquinaria. Especial interés tiene la interaccidn
con alcohol, por el elevado consumo de este producto
Yy su alta concentracidn en algunas bebidas (anis, bran-
dy, ron, whisky, etc.).

Las benzodiacepinas disminuyen la eficacia de 1los
antidepresivos triciclicos, 1o que conviene recordar
ya que la asociacidén de ambos tipos de farmacos es fre-
cuente (los enfermos depresivos presentan ansiedad y/o
insomnio con frecuencia).

k Existe unanimidad en admitir que las interaccio-
nes de naturaleza farmacocinéticas son de menor tras-
cendencia que las anteriores, al contrario de 1lo que
ocurre con otros psicofarmacos. En efecto, apenas pro-
ducen inhibicién ni induccidén enzimatica hepatica, ni
modifican la respuesta o los niveles de los anticoagu-
lantes orales. No obstante el diacepan puede disminuir
la actividad de los anticonceptivos orales, 1o que se
ha atribuido a cierto grado de induccidon enzimatica en
este caso concreto. También el diacepan y clordiacepd-
Xxido aumentan leve e inconstantemente los niveles plas-

maticos de la difenilhidantoina. (35, 155, 158).
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Otra interaccidén farmacocinética ocurre cuando
las benzodiacepinas son desplazadas de su unidén a pro-
teinas plasmaticas por otros féarmacos. En general,
cuando el porcentaje de dicha unién es alto y por ello
la fraccidén libre, que es la farmacoldgicamente activa,
es baja , si ocurre un desplazamiento por otros farma-
cos, se incrementa la fraccidén libre y consecuentemente
aumentan los efectos farmacoldgicos. Con las benzodia-
cepinas puede ocurrir desplazamiento de su unidén a pro-
teinas plasmaticas, pero este efecto se amortigua por-
que tienen un volumen de distribucién alto, que se tra-
duce por una rapida redistribucién del medicamento des-

plazado hacia los tejidos (6, 48).
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X1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se admite que el Gaba interviene en la produccidn
de las acciones centrales de 1las benzodiacepinas, a
través de 1la inclusidén del receptor benzodiacepinico
(RBDZ) en el complejo:

RBDZ---receptor Gabaérgico---Iondoforo del cloro

El papel que Jjuegan los diversos subtipos de re-
ceptores benzodiacepinicos (I y II), en los mecanismos
de produccidon de los efectos centrales de las benzodia-
cepinas (ansiolitico, anticonvulsivante, relajante mus-
cular, hipnético, etc) es complejo y no se conoce exac-
tamente; incluso se ha sugerido, que no todos los re-
ceptores benzodiacepinicos estan acoplados al receptor
gabaérgico (22, 58, 105).

Por otra parte, también se ha demostrado la exis-
tencia de receptores de benzodiacepinas en la perife-
ria : células cebadas, corazdn, higado, pulmdén, rifidén
Yy plaquetas, cuya significacidén fisioldgica se descono-
ce (165, 168, 184). _

Nos hemos planteado si una funcidn plaquetaria
de importancia fisioldgica y patolodgica como es el
fenémeno de agregacidén plaquetaria, puede ser afectada
por los receptores benzodiacepinicos presentes en las
plaquetas.

En los cuadros de ansiedad hay una modificacion
de los receptores benzodiacepinicos, cuyo nimero aumen-
ta (25). Un objetivo de este estudio ha sido también
investigar si ésta modificacidén de la poblacidn de re-
ceptores repercute sobre la agregacidén plaquetaria.

El presente trabajo esta estructurado en dos par-
tes:

A) Revisidon y actualizacidén bibliografica sobre las
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benzodiacepinas, con especial detalle de los receptores
benzodiacepinicos (centrales y periféricos) y del meca-
nismo de accidn de estos farmacos.

B) E1 estudio de la agregacidn plaquetaria inducida por
ADP en animales normales y ansiosos tratados con benzo-
diacepinas. El1 estudio experimental se desarrolla en
dos fases: '

1. Estudio de la agregacidén plaquetaria inducida en ra-
tas por diferentes dosis de ADP y las variaciones de
la misma segin el sexo de 1los animales.

2. Estudio de las modificacionesde la agregacién pla-
quetaria por ADP en ratas normales y ansiosas,pretrata-
das con diferentes dosis de diacepé&n y triazoléan. los
controles correspondientes a ambas fases, nos propor-
cionan informacién sobre la agregacién plaquetaria en
ratas normales y ansiosas.
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XII MATERIAL Y METODOS
A) Material

- Animal de experimentaciédn

Se ha utilizado un total de 104 ratas Wistar de
ambos sexos, elegidas al azar y con un peso mediortotal
de 295 + 6 gramos.

- Compuestos utilizados

. Benzodiacepinas : Diacepan (Roche) y Triazolan (Up-
jhon).
. Citrato sbédico (D'Hemio)
. ADP (Boehringer Manheim)
. Eter dietilico (D'Hemio)
.. Etanol (Panreac)

Agua destilada y desmineralizada
- Utillaje

Centrifuga P-Selecta Mixtasel, de 0-5000 r.p.m. apro-
ximadamente.

Agregbémetro: Aggro-meter Chrono-lLog Corporation mode-
lo 330.

Su fundamento consiste en la deteccidon de las mo-
dificaciones en la densidad o6ptica de una muestra de
plasma rico en plaquetas (PRP), cuando se estad produ-
ciendo la agregacidén. Una célula fotosensible de sele-
nuro de cadmio,recibe las variaciones de un haz lumino-
so procedente de una lampara de tungsteno cuando atra-
viesa la muestra de plasma. los cambios detectados por
la fotocélula son posteriormente transformados en vol-
taje y amplificados para permitir su registro (102).

. Registrador: Recorder 1011 W + W electronic.

- Material diverso

. Jeringas, pipetas y tubos de plastico desechables pa-
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ra la extraccidn y recogida de muestras.
. Cubetas de vidrio para la agregacidn
. Micropipetas automaticas (30-100 y 100-500 ml)

B) Métodos

- Clasificacibén de animales

Los animales hasta la realizacidén de las expe-
riencias se mantenian en condiciones standard de tempe-
ratura, nutricién y limpieza.

Para estudiar la influencia del factor sexo, en
todos los grupos formados se estudiaron por separado
los animales machos de las hembras, siendo igual el nu-

mero estudiado en ambos sexos. Se formaron dos lotes:

I. Animales sin ansiedad, con dos grupos:

a. Testigos (n = 20), en el que se realiza un estudio
de la agregacion plaquetaria con diferentes dosis de
ADP (1.25, 2.5 y 5 uM), valorando la relacidén dosis
respuesta.

b. Agregacién plaquetaria en muestras tratadas con ben-
zodiacepinas (n = 32), en estas muestras se provocd la
agregacidén con la dosis intermedia de ADP (2.5 pM) Yy
se estudid el efecto del pretratamiento de la muestra
con:

b-1. Diacepan (n
ng/ml (143, 148).
b-2. Triazolédn (n = 16), a dosis de 0, 1, 5, y 10 ng/ml
(143, 148).

16), a dosis de O, 100, 500 y 1000

II. Animales ansiosos, con subgrupos comparables a los

de los animales sin ansiedad:
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a. Testigos (n = 20), en el que se estudidé la agrega-
cidén con distintas concentraciones de ADP (1.25, 2.5
y 5 uM).

b. Agregacidén plaquetaria en muestras pretratadas con
benzodiacepinas (n = 32). En estas muestras se indujo
la agregacidén con ADP 2.5 uM y se estudidé el efecto del
pretratamiento de la muestra con:
b-1. Diacepén (n = 16), a dosis de 0, 100, 500 y 1000
ng/ml.
b-2. Triazolén (n = 16), a dosis de O, 1, 5y 10 ng/ml.
Un resumen de estos protocolos se expone en la
Tabla 8 y un resumen de los valores promedios de 1los
pesos de los animales de los distintos grupos en la Ta-
bla 9
En el lote de animales con ansiedad, ésta se pro-
vocaba aislando al animal, inmovilizéandolo en una malla
metidlica y sometiéndole a ayuno absoluto durante 24 ho-
ras.

- Realizacidén del ensay

Tras anestesiar al. animal con éter dietilico, se
realiza la extraccidn de la sangre (7 ml) mediante pun-
cién cardiaca. La obtencidn de plasma rico en plaquetas
(PRP), se consigue mediante centrifugacidén durante 10
minutos a 1.000 r.p.m.; la del plasma pobre en plaque-
tas (PPP), precisa una centrifugacién mds prolongada
(20 minutos) a mayor numero de revoluciones (3.000 por
minuto).

De ambos tipos de plasma se obtienen muestras de
0.3 ml, que se depositan en cubetas de vidrio silicona-
do transparente adaptables al portacubetas del agregd-
metro. La homogeneizacidén de plasma se consigue por la
introduccién en las cubetas de un pequefio cilindro de

acero siliconado, que gira magnéticamente a una veloci-




GRUPO EXPERIMENTAL PRP (pl) H20 (ul) ADP (p1) FARMACO (ng/ml)
1.25
a. animales testigos 300 -—— 2.5 -
: n = 20 5
b-1
I b. diacepan 270 30 2.5 0, 100, 500 y 1000
n =16
sin ansiedad muestras
pretrata
n = 52 das con b-2
4 triazolan 270 30 2.5 0,1, 5 y 10
n =16
1.25 .
a. animales testigos 300 —_—— 2.5 ——
n = 20 5
I1I b-1
b. diacepan 270 30 2.5 0, 100, 500 y 1000
con ansiedad n= 16
provocada muestras
pretrata
n = 52 das con b-2
triazolan 270 30 2.5 o, 1, 5 y 10
n = 16

Tabla B.- Clasificacién y dosificacién de los grupos experimentales empleados en

las distintas fases del estudio,

IA N1




GRUPO EXPERIMENTAL MACHOS HEMBRAS
I ~ a. animales testigos 333 + 9 247 + 7
n = 20
b-1
sin ansiedad b. diacepan 341 + 13 240 + 8
n = 16
muestras
n = 52
pretratadas b--2
con triazolan 341 + 12 239 + 9
n =16
11 a. animales testigos 329 + 10 251 + 9
n = 20
con ansiedad
b-1
provocada b. diacepan 339 + 10 260 + 9
muestras n =16
n = 52
pretratadas
b-2
con
triazolan 346 + 10 262 + 10
n = 16

Tabla 9.- Se resefla el valor promedio (x + ES) del peso de los distintos grupos
de animales estudiados.

€ttt
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dad de 1.100-1.200 r.p.m.

La calibracién del aparato se realiza con el PRP
y el PPP, con los que se obtienen los valores 90 y 10
respectivamente en el registrador adaptado al agregome-
tro. Dicho registrador esta ajustado a unas condiciones
iguales en todas las experiencias: velocidad 2 cm/min.
y sensibilidad de 2.5 mV.

La agregacidén se realiza siempre a la misma tem-
peratura (372 C), en un volumen de PRP de 300 ul en los
animales testigos y de 270 ul de PRP mas 30 ul de solu-
ciéon del farmaco en el grupo de muestras pretratadas.

Tanto en los estudios con relacidon dosis-respues-
ta (controles normales y ansiosos), como en las mues-
tras pretratadas con benzodiacepinas (animal normal y
ansioso), se obtiene la agregacidén con las correspon-
dientes dosis de ADP diluidas hasta 100 ul.

- Agregacidén plaquetaria. Valoracién numérica de 1los

registros.

Los parametros estudiados en cada curva de agre-
gacion son los siguientes (102):

. Altura maxima (h), expresada en milimetros, con la

que medimos la intensidad de la agregacidn en cada ex-

perimento.

. Tiempo (t), nos indica el numero de segundos que tar-

da en alcanzarse h.
. Una vez que alcanzamos la agregacibén maxima, ésta
tendera a mantenerse unos momentos o bien ira disminu-
yendo lenta o bruscamente hasta alcanzar la posicidn
inicial. Un indice de 1la velocidad con que las plaque-

tas se desagregan, es el que denominamos angulo de de-

sagregacidén inicial (o ), formado por la interseccidn

de una tangente a la curva en el inicio de su rama de

desagregacidén y la recta que une el punto de agregacion
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maxima con el tiempo (t) en que se alcanzd ésta (Fig.
27).

-~ Estudio hematoldgico de la rata Wistar

Aunque los parametros fisioldégicos de la rata se
han analizado en otros trabajos, hemos realizado un es-
tudio con las técnicas habituales,de algunos de los va-
lores hematoldgicos de los animales empleados en el
presente estudio, en el Servicio de Hematologia del
Hospital Universitario Sevillano. Los valores encontra-

dos se exponen en los resultados (179).

- Analisis estadistico de los resultados

Se realizdé una comparacién de grupo en las dis-
tintas fases de los lotes de animales estudiados. Para
ello hallamos el promedio (x) y el error standard
(E.S.) de los parametros (h, t y %) utilizados para me-
dir la agregacidon plaquetaria, aplicando posteriormente
el test de Student y eligiendo como nivel de significa-
cidén estadistica el valor p<£0.05 (157).
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Fig. 27.- Parametros medidos en las curvas de
agregacion plaquetaria.
(Explicacidn en texto)
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XIII. RESULTADOS

1) Estudio hematoldgico de los animales experimentales

En la Tabla 10 se resefian los valores hematologi-
cos determinados en los animales experimentales. El1 es-
tudio microscdépico de sus células sanguineas arrojd los
siguientes datos diferenciales en relacién con la éito—

logia hematica humana:

- Serie roja

Microcitica. Normocrdmica. Sin presencia de formas
nucleadas inmaduras en sangre periférica. Policroma- .
sia (+ 2/4).

- Serie blanca

Linfocitosis absoluta con neutropenia. Morfologia nor

mal.

- Serie plaquetaria

Hipogranulacidén por ausencia de cuerpos densos y/o

granulos alfa.
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Tabla 10.-

Wistar (n =

Valores hematoldgicos medios en la rata

Hematies (/mm3)
Hemoglobina (g)
Hematocrito (%)
Leucocitos (/mm3)

veM ()

Plaquetas (/mm3)

T. Protrombina (segs.)

T. Tromboplastina (segs.)

T. Tromboplastina parcial
(cefalina)

7.82 + 0.19 x 10°

14.37 0.25

38.97 + 0.46

8.50 + 0.39 x 10°

52.08 + 0.72

716.00 +54.00 x 10°

43.6 + 3.16

16.6 + 1.12

No coagula la sangre
(déficit de VIII, IX,
XI 6 XII)
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2) Agregacidén plaquetaria en animales sin ansiedad

a. Testigos

los valores obtenidos para los parametros de la
agregacion plaquetaria (AGP) h, t y ©, con diferentes
dosis de ADP (1.25, 2.5 y 5 uM) en los animales machos
se recogen en la Tabla 11. Idénticos valores, referidos
a hembras se encuentran en la Tabla 12.

En la Fig. 28 se incluye un registro experimental,
como modelo del tipo de agregacidén obtenida con ADP en
la rata en situacion control.

En la Tabla 13 se exponen los valores de la AGP
(X + E.S.) inducida por 1las distintas dosis de ADP,
mientras que en la 14 se comparan los valores de "t"

Student obtenidos en machos y hembras.

b. Agregacidn plaguetaria en muestras pretratadas

b.1. Con diacepan

Los valores de h, t y ot obtenidos en los regis-
tros de AGP inducida por 2.5 pyM de ADP, en muestras pre
tratadas con diferentes dosis de diacepan (0, 100, 500
y 1000 ng/ml), se recogen en las Tablas 15 y 16 para
ambos sexos.

La Fig. 29 incluye un registro experimental como
ejemplo de la AGP en las muestras pretratadas con dia-
cepan. ‘

Los datos de la AGP (X + E.S.) para las muestras
pretratadas con diacepéan, figuran en la Tabla 17.

En la Tabla 18 se recogen los valores de "t" (Stu
dent), resultantes de comparar las distintas dosis con
el correspondiente control.

Los valores de "t" (Student) resultantes de efec-
tuar la comparacidén entre ambos sexos figuran en la Ta-
bla 19.




Tabla 11.- Valores de h,

t y &% en ratas testigos machos con diferentes dosis de ADP

(pM)*
Rata h (mm) t (seg) x|

1.25 2.5 5 1.25 2.5 5 1.25 2.5 5
1 102 107 124 39 46 60 30 36 46
2 92 102 139 37 48 78 a7 51 61
3 111 134 126 39 75 90 33 40 67
a 112 121 123 42 72 84 34 48 63
5 46 82 92 36 66 84 64 52 54
6 95 98 137 35 48 68 51 a5 61
7 85 101 105 33 42 57 42° 32 a1
8 79 114 111 42 60 86 64 69 62
9 127 135 152 42 57 72 37 42 54
10 120 141 147 39 78 84 30 44 54

* En esta tabla y las siguientes los valores h,

de desagregacidn inicial,

ty =%,

corresponden respectlvamente
a la intensidad de 1la agrega01on plaquetarla, tiempo de agregacién maxima Y angulo
segin se describe en la seccidén de métodos.

0oct



Tabla 12.- Valores de h, t y ™ en ratas testigos hembras con diferentes dosis de

ADP (uM).
Rata h (mm) t (seg) X (9)
1.25 2.5 5 1.25 2.5 5 1.25 2.5 5 uM
1 80 102 124 42 60 78 40 48 57
2 90 102 119 40 45 60 43 43 51
3 132 145 150 45 78 120 54 70 77
4 114 103 135 38 42 60 38 38 49
5 136 134 160 45 62 78 28 55 78
6 60 83 94 33 36 45 54 43 43
7 143 152 141 57 84 105 41 51 60
8 127 139 130 42 51 72 29 33 50
9 89 101 118 34 48 54 32 33 45
10 92 119 135 40 58 85 33 41 52

121
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Tabla 13.- Valores promedio de h, t y X

h X en ratas testigos de ambos sexos con diferen
tes dosis de ADP(uM).

h (mm) t (seg) x (9)
1.25 2.5 5 1.25 2.5 5 1.25 2.5 5 uM
HEMBRAS 106 118 131 43 57 76 38 46 56
(x + ES) 9 7 6 3 5 7 3, 4 4
MACHOS 97 114 126 38 59 76 43 46 55
(x + ES) 8 6 6 1 4 4 4 3 3

€21
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Tabla 14.- Valores "t" (Student) para los distintos para-
metros de la agregaciodon plaquetaria, obtenidos
de comparar ratas testigos machos y hembras.*

1.25 2.5 5 (ADP uM)
h - 0.82 0.47 0.60
t 1.55 0.44 0.07
x 0.98 0.08 0.19

* En todos los casos p> 0.05




Tabla 15.- Valores de h, t y ™ obtenidos con ADP (2.5 uM), en muestras de ratas
(machos) pretratadas con diferentes dosis de diacepan.-(ng/ml)

Rata h (mm) t (seg) < (2)
0 100 500 1000 0] 100 500 1000 0 100 .500 1000 ng/ml
1 123 124 125 127 48 43 44 51 43 50 40 39
2 91 123 82 87 46 64 45 45 41 ?0 39 43
3 120 112 118 112 51 50 60 54 38 39 45 46
4 140 157 138 155 60 66 60 66 57 59 58 57
5 146 134 122 119 48 50 45 45 40 44 37 36
6 91 92 90 103 42 45 42 44 41 42 44 44
7 144 99 114 112 66 54 54 54 46 40 39 36

8 136 129 100 119 51 48 60 51 48 46 37 44

Getl




Tabla 16.- Valores de h, t y ¢ obtenidos con ADP (2.5 pM), en muestras de ratas
(hembras) pretratadas con distintas dosis de diacepan (ng/ml).
Rata h (mm) t (seg) o (9)
0 100 500 1000 0] 100 500 1000 0] 100 500 1000 ng/ml
1 113 110 105 110 35 45 36 50 43 43 43 44
2 94 116 118 116 56 60 51 54 46 45 40 41
3 142 133 147 147 48 60 64 56 56 53 58 60
4 94 114 117 123 45 38 45 46 41 46 49 40
5 145 154 137 140 66 60 60 57 54 59 60 60
6 103 75 61 63 72 36 40 57 56 62 60 60
7 88 134 112 127 48 50 45 44 43 49 49 49
8 114 105 91 102 48 58 48 48 49 46 36 47

921
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Tabla 17.- Vdores promedio de h, t y X obtenidos con ADP(2.5 uM), en muestras de ra-
tas de ambos sexos pretratadas con diferentes dosis de diacepan (ng/ml).

h (mm) t (seg) X (9)
0O 100 500 1000 O 100 500 1000 0O 100 500 1000 ng/ml
HEMBRAS 112 118 111 116 52 51 49 52 49 50 49 50
(x + ES) 8 8 9 9 4 7 3 2 2 3 3 3
MACHOS 120 121 111 117 52 53 51 51 45 50 42 43
(x + ES) 7 8 7 7 3 3 3 3 2 5 2 2

821



Tabla 18.- Valores "t" (Student)para los distintos parametros de la agregacidén (ADP
2.5 pyM), obtenidos de comparar la dosis O con las demas dosis estudiadas
de diacepan (ng/ml), en ratas sin ansiedad.*

h t &=
100 500 1000 100 500 1000 100 500 1000 ng/ml
HEMBRAS 0.47 0.10 0.31 0.25 0.67 0.16 0.57 0.22 0.43
MACHOS 0.11 0.90 0.33 0.25 0.06 0.07 0.88 0.74 0.51

* En todos los casos p > 0.05

621
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Tabla 19.- Valores de "t" (Student) para los distintos para
metros de la agregacidén (ADP 2.5 uM), obtenidos
de comparar machos y hembras sin ansiedad, cu-.
yas muestras se pretrataron con distintas dosis
de diacepan (ng/ml).*

0 100 500 1000 ng/ml
h 0.74 0.31 0.01 0.07
t 0.15 0.35 0.59 0.08
o 1.25 0.16 1.70 1.80

* En todos los casos p > 0.05
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b-2. Con triazolan:

Los datos de los parametros de la AGP con ADP 2.5
pM, en ratas machos pretratadas con distintas dosis de
triazolan (0O, 1, 5 y 10 ng/ml), se encuentran en la Ta-
bla 20 . Los mismos valores referidos a las hembras se
recogen en la Tabla 21.

Como ejemplo del tipo de agregacidén obtenida en
esta situacidn, se incluye un, registro experimental en
la Fig. 30 .

En la Tabla 22 se muestran los valores promedio
de la AGP (X + E.S.), en ésta situacién experimental.

Los valores de "t" (Student) obtenidos de compa-
rar los controles con el resto de las dosis de triazo-
lan se expresan en la Tabla 23y en la Tabla 24 se inclu-
yen dichos valores de "t" (Student) derivados de la

comparacion entre machos y hembras.




Tabla 20.- Valores de h, t y o™X obtenidos con ADP (2.5 uM), en muestras de ratas
(machos) pretratadas con diferentes dosis de triazoléan (ng/ml).
Rata h (mm) t (seg) (2)
0o 1 5 10 0 1 5 10 o 1 5 10 ng/ml
1 141 119 123 126 48 39 42 45 53 50 51 47
2 106 104 117 120 54 54 52 56 42 41 44 43
3 92 150 132 133 54 58 50 56 48 62 58 61
4 95 95 86 77 40 34 36 33 38 37 39 40
5 138 124 119 136 52 52 44 48 43 51 40 51
6 109 73 88 95 42 48 46 45 43 44 48 45
7 85 85 85 66 39 27 42 42 48 57 58 57
8 - 88 99 105 117 48 48 47 50 50 45 43 41

¢eT



Tabla 21.- Valores de h, t y X obtenidos con ADP (2.5 pM), en muestras de ratas
(hembras) pretratadas con distintas dosis de triazolan (ng/ml).
Rata h (mm) t (seg) | o (2)
0] 1 5 10 ) 1 5 10 0 1 5 10 ng/ml
1 84 95 127 90 50 48 60 44 39 43 41 42
2 134 116 139 118 48 48 42 42 52 54 51 55
3 114 133 99 94 38 45 42 40 39 41 35 40
4 101 87 112 84 48 48 54 48 35 42 51 52
5 138 141 132 132 47 60 60 54 52 49 48 52
6 141 139 145 135 72 72 68 70 68 62 63 64
7 114 116 152 126 48 46 56 42 54 52 52 54
8 125 142 124 123 48 48 48 48 63 70 62 64

€ET
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Fig. 30.- Agregacidén plaquetaria inducida por ADP (2.5 uM) en ratas cuyas muestras




Tabla 22.- Valores promedio de h, t y & obtenidos con ADP (2.5 uM), en muestras de ra-
tas de ambos sexos pretratadas con distintas dosis de triazolan (ng/ml).

h (mm) t (seg) X (2)
0 1 5 10 0 1 5 10 0 1 5 10 ng/ml
HEMBRAS 119 121 129 113 50 52 54 49 50 52 50 53
(x + ES) 7 8 6 7 3 3 3 4 4 4 3 3
MACHOS 107 103 107 109 a7 45 a5 47 46 48 48 48
(x + ES) 8 10 7 9 2 4 2 3 2 3 3 3

SET



Tabla 23.- Valores de "t" (Student) para los distintos parametros de la agregacidn
(ADP 2.5 uM), obtenidos de comparar la dosis O con las demis dosis estu
diadas de triazolan (ng/ml), en ratas sin ansiedad. *

h t b
1 5 10 1 5 10 1 5 10 ng/ml
HEMBRAS 0.22 1.06 0.61 0.42 0.88 0.29 0.25 0.02 0.50
MACHOS 0.33 0.01 0.17 0.49 0.80 0.07 0.80 0.63 0.78

* En todos los casos p > 0.05

9¢€T1
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Tabla 24.- Valores de "t" (Student) para los diferentes
parametros de la agregacién (ADP 2.5 uM), ob
tenidos de comparar ratas machos y hembras
sin ansiedad, cuyas muestras se pretratardn
con distintas dosis de triazolan (ng/ml).

0 1 5 10 ng/ml
h 1.17 1.47 2.43* 0.34
t 0.68  1.37 2.38*  0.37
& 1.02 0.70 0.64 1.16

* p €0.05
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«~ ridos a las hembras.

3) Agregacidn plaquetaria en animales con ansiedad

a) Testigos

La Tabla 25 expresa los valores de la AGP obteni-
dos con distintas dosis de ADP (1.25, 2.5 y 5 uM) en
los animales machos, mientras que la 26 expone-los refe

Un registro de las curvas de agregacidén obtenidas
experimentalmente se representa en 1la Fig. 31, como
ejemplo. ; - (ﬁ;w> ,

Los datos de la AGP (x + E.S.) inducida por las
diversas dosis de ADP se recogen en la Tabla 27, mien-
tras que 1los valores de "t" (Student) resultantes .de
la comparacidn entre sexos se exponen en la Tabla 28.

La valoracidn estadistica "t" (Student) de 1los
parametros de la AGP entre ratas normales y<énsiosas
de ambos sexos, se detalla en la Tabla 29. lLa répresen-
tacién grafica de estos parametros se observa en las
Figs. 32, 33 y 34. ‘ s

b. Agregacidn plaquetaria en muestras pretratadas

b.1. Con diacepan

Los’datos de h, t y X obtenidos con la dosis 2.5
uM de ADP, en ratas machos y hembras pretratadas con
distintas dosis de diacepén (0, 100, 500 y 1000"'ng/ml),
se muestran en las Tablas 30 y 31 respectivamente.

La representacidén grafica de uno de estos experi-
mentos aparece en la Fig. 35. =R

Los datos promedio de la AGP (x + E.S.) figuran
en la Tabla 32, )

Los resultados de "t" (Student) derivados de es-
tudiar la influencia de la dosificacidén en 10s parame-—

tros medidos en la AGP, se expresan en la Tabla 33,




Tabla 25.- Valores de h, t y %X en ratas ansiosas machos, con diferentes dosis de ADF.

(nM) .
Rata h (mm) t (seg) o< (¢

1.25 2.5 5 1.25 2.5 5 1.25 2.6 5 uM
1 82 146 131 32 54 68 32 35 38
2 118 127 110 24 42 56 42 58 65
3 92 108 150 27 36 48 38 34 47
4 96 121 136 30 46 62 43 37 52
5 83 116 139 30 36 56 39 54 55
6 80 131 151 24 54 78 32° - 38 48
7 124 118 128 27 36 60 27 32 44
8 114 125 132 - 30 46 72 60 52 58
9 129 116 137 54 66 80 60 47 63
10 99 136 161 33 48 66 46 53 77

6€ET



Tabla 26.- Valores de h, t y ®& en ratas ansiosas hembras con diferentes dosis de ADP(uM).

Rata h (mm) t (seg) X (e
1.25 2.5 5 1.25 2.5 5 1.25 2.5 5 uM
1 115 150 172 30 36 54 32 29 38
2 132 140 144 38 66 84 50 60 72
3 92 103 145 26 40 52 68 41 44
4 80 99 114 24 34 48 46 38 49
5 92 105 122 36 42 57 45 42 60
6 75 130 120 30 42 60 50° 42 43 :
7 118 128 120 30 30 60 54 43 49
8 131 148 163 44 64 84 35 53 77
9 103 125 142 23 38 44 26 32 48
10 105 131 147 36 45 66 40 46 50

ori
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Tabla 27.- Valores promedio de h, t
con diferentes dosis de ADP (uM).

t ¥ W en ratas testigos ansiosas de ambos sexos

h (mm) t (seg) X (2)
1.25 2.5 5 1.25 2.5 5 1.25 2.5 5 uM
HEMBRAS 104 129 136 32 45 61 41 46 53
(x + ES) 6 6 7 2 4 4 3 4 4
MACHOS 106 124 138 31 46 65 42 43 55
(x + ES) 4 4 8 3 3 3 4 3 4

vl
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Tabla 28.- Valores de "t" (Student) para los distintos
parametros de la agregacion plaquetaria, ob
tenidos de comparar ratas testigos ansiosas
machos y hembras.*

1.25 2.5 5 (ADP uM)

ct o2
@] O
o O]
© [y
o @]
H ~
O o
o o
[ -
~ H

|2
o
W
[ury
o
w
w
o
w0
W

* En todos los casos p » 0.05




Tabla 29.- Valores de "t" (Student) para los distintos parametros de la agregacion
plaquetaria, obtenidos de comparar ratas testigos de ambos sexos norma-
les y ansiosas.

1.25 2.5 5 (ADP uM)
n HEMBRAS 0.57 1.20 0.18
- MACHOS 1.59 1.57 0.82
N HEMBRAS 1.74 1.99 3.32*
~  MACHOS 2.41* 2.49* 2.15%
o, HEMBRAS 0.57 0.62 1.37
~ MACHOS 0.14 0.41 0.21
*p ¢« 0.05

144"
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con diferentes dosis de ADP, en ratas
de ambos sexos normales y ansiosas.
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Fig. 33.- Valores de t en la agregacidén inducida

con diferentes dosis de ADP, en ratas
de ambos sexos normales y ansiosas.
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MACHOS NORMALES

- Valores de = en la agregacion inducida con
diferentes dosis de ADP, en ratas de ambos
sexos normales y ansiosas.

(Para mayor claridad de la figura no se re-
presentan los E.S.).




Tabla 30.- Valores de h, t y ™% obtenidos con ADP (2.5 uM), en muestras de ratas an-
siosas (machos) pretratadas con diferentes dosis de diacepan (ng/ml).
Rata h (mm) t (seg) & (2)
0 100 500 1000 0 100 500 1000 0] 100 500 1000 ng/ml
1 117 117 95 134 46 48 48 48 53 59 57 60
2 119 95 88 127 76 36 42 45 43 38 44 35
3 110 97 123 117 36 48 18 42 40 3? 40 41
4 110 140 127 123 30 36 30 38 55 71 60 64
5 146 156 167 147 36 39 30 30 52 58 59 53
6 143 144 138 134 33 30 30 30 50 43 56 61
7 154 153 146 138 34 32 33 36 44 43 43 39
8 150 120 142 152 54 54 48 60 50 45 '45 51

8v1



Tabla 31.- Valores de h, t y O obtenidos con ADP (2.5 uM), en muestras de ratas
ansiosas (hembras) pretratadas con distintas dosis de diacepan (ng/ml).

Rata h (mm) t (seg) x (9)
0 100 500 1000 0 100 500 1000 0 100 500 1000 ng/ml
1 122 142 159 146 36 36 42 39 40 49 50 45
2 155 162 155 148 48 60 48 48 48 60 50 45
3 85 87 91 130 48 46 52 60 46 55 48 53
4 128 120 120 151 54 60 50 54 47 58 51 63
5 138 147 117 88 42 38 30 30 58 50 33 43
6 115 124 110 136 56 48 58 60 38 35 44 45
7 142 105 100 111 52 48 48 54 46 47 43 48
8 150 137 142 155 54 57 57 60 45 45 45 55

6vT
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Tabla 32.- Valores promedio de h, t y X obtenidos con ADP (2.5 uyM), en muestras de ra
tas ansiosas de ambos sexos pretratadas con diferentes dosis de diacepan

(ng/ml1).
h (mm) t (seg) =< (92)
0 100 500 1000 0O 100 500 1000 0 100° 500 1000 ng/ml
HEMBRAS 129 128 124 133 49 49 48 51 46 50 46 50
(x + ES) 8 9 9 8 2 3 3 4 2 ° 3 2 2
MACHOS 131 128 128 134 43 40 39 41 48 49 51 50
(x + ES) 7 7 9 4 5 3 3 4 2 4 3 4

IST




Tabla 33.- Valores de "t" (Student) para los distintos parametros de la agregacion
{ADP 2.5 uM), obtenidos de comparar la dosis O con las

diadas de diacepan (ng/ml), en ratas ansiosas.*

demas dosis estu

h t =
100 500 1000 100 500 1000 100 500 1000 ng/ml
HEMBRAS 0:12 0.43 0.33 0.10 0.16 0.41 1.10 0.51 1.13
MACHOS 0.31 0.25 0.37 0.44 0.72 0.31 0.19 0.61 0.49

* En todos los casos p» 0.05

(A
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mientras que los valores de "t" (Student) resultantes
de la comparacidon entre ambos sexos figuran en la Tabla
34. '

b-2. Con triazoléan

los valores de los parametros de la AGP con ADP
2.5 JuM, en ratas machbs pretratadas con varias dosis
de triazolan (0, 1, 5 y 10 ng/ml), se encuentran en la
Tabla 35, mientras que los relativos a las hembras figu
ran en la 36.

Un registro de agregacion en uno de los sujetos
experimentaies se incluye a modo de ejemplo en la Fig.
36.

En la Tabla 37 se muestran los valores promedio
de la AGP (x + E.S.)

La valoracidn estadistica del analisis dosis-res-
puesta y de los resultados en ambos sexos, se recogen
respectivamente en las Tablas 38 y 39.
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Tabla 34.- Valores de"t" (Student) para los distintos pa-
rametros de la agregacidén (ADP 2.5 uM), obte-
nidos de comparar ratas machos y hembras ansio
sas, cuyas muestras se pretrataron con d1feren
tes dosis de diacepan (ng/ml).

0 100 500 1000 ng/ml

1=z
o
-
~
o
(@]
N
(@)
w
ey
o
(o}
(e}

|t
(@)
0
N
o
©
"
N
[y
O
*

1.80

I%
o
Qo
H
o
[uy
N
[
b
o

0.19

* p < 0.05




Tabla 35.- Valores de h, t y & obtenidos con ADP(2.5 uM), en muestras de ratas an-
siosas (machos) pretratadas con diferentes dosis de triazolan (ng/ml).

Rata h (mm) t (seg) X (9)
0 1 5 10 0 1 5 10 | o 1 5 10 ng/ml
1 111 150 113 131 45 39 45 42 61 67 53 60
2 125 123 153 115 45 42 42 42 35 27 33 32
3 120 138 148 87 48 48 50 48 46 48 57 38
4 119 115 100 116 36 36 30 36 39 35 36 37
5 99 150 114 130 42 45 42 42 40 é2 33 41
6 156 146 95 120 45 50 52 53 50 61 44 47
7 164 127 131 122 63 69 68 69 55 43 53 43
8 110 95 125 114 44 45 48 48 34 36 29 30

GS1T




Tabla 36.- Valores de h, t y ® obtenidos con ADP (2.5 uM), en muestras de ratas an-
siosas (hembras) pretratadas con distintas dosis de triazolan(ng/ml).

Rata h (mm) t (seg) (e
0 1 5 10 0 1. 5 10 0 1 5 10 ng/ml
1 129 135 120 146 53 55 48 56 30 37 37 40
2 115 88 118 124 48 44 48 48 40 35 35 37
3 118 110 131 159 48 44 48 49 52 42 47 33
4 128 95 134 125 39 42 42 42 69 70 68 47
5 162 134 128 162 42 42 42 39 40 36 26 43
6 123 112 134 133 62 57 48 55 40 40 32 37
7 110 121 125 148 54 45 46 51 32 39 40 41
8 132 157 128 122 42 42 40 51 51 37 41 49

96T
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Tabla 37.- Valores promedio de h, t y % obtenidos con ADP (2.5 uM), en muestras de
ratas ansiosas de ambos sexos pretratadas con distintas dosis de triazo-

lan (ng/ml).

h (mm) t (seg) = (°
0 1 5 10 0 1 5 10 0 1 5 10 ng/ml
HEMBRAS 127 119 127 140 49 43 a6 47 45 42 42 M
(x + ES) 6 8 2 6 3 2 1 2 4 4 4 2
MACHOS 126 131 122 117 46 47 47 48 45 46 42 41
(x + ES) 8 7 7 5 3 4 4 4 3 5 4 3

851



Tabla 38.- Valores de "t" (Student) para los distintos parametros de la agregacién
(ADP 2.5 pM), obtenidos de comparar la dosis O con las demas dosis estu
diadas de triazolan (ng/ml), en ratas ansiosas.*

h t | =<
1 5 10 1 5 10 1 5 10 ng/ml
HEMBRAS 0.83 0.02 1.59 0.61 1.03 0.32 0.25 0.24 0.73
MACHOS 0.47 0.28 0.92 0.17 0.25 0.33 0.19 0.63 0.83

* En todos los casos p> 0.05

6S1
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Tabla 39.- Valores de "t" (Student) para los distintos
parametros de la agregacién (ADP 2.5 uM), ob
tenidos de comparar ratas machos y hembras
ansiosas, cuyas muestras se pretrataron con
diferentes dosis de triazolan (ng/ml).

0 1 5 10 ng/ml
h 0.17 1.09 0.63 3.09*
t 0.65 0.09 0.41 0.03
« 0.09 0.03 0.04 0.65

* p« 0.05
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XV. DISCUSION

En este trabajo hemos utilizado ratas albinas Wis
tar, ya que en ésta especie se han descrito receptores
benzodiacepinicos periféricos de localizacidn plaqueta-
ria, ademads de los ya conocidos receptores centrales
(184). Esta especie presenta también la ventaja afiadida
de su facilidad de obtencién,‘manejo y adaptacién'a la
técnica empleada en el estudio.

Como la funcidén de los receptores benzodiacepini-
cos plaquetarios es desconocida, planteamos si la acti-
vacidén de dichos receptores por agonistas especificos,
podia afectar a una funcidén plaquetaria importante como
es el fendémeno de agregacidén. Para la resolucidén expe-
rimental del problema planteado comenzamos estudiando
la agregacidén plaquetaria en condiciones control en las
ratas, ya que esta funcidn plaquetaria ha sido estudia
da por técnicas diversas y presenta variaciones segin
la técnica y dificultades de valoracidén objetivas que
estimamos necesario revisar.

En estos estudios preliminares, pudimos comprobar
algunas diferencias de especie que no suelen valorarse
en estos trabajos experimentales. El1 registro de agre-
gacion plaquetaria de la rata Wistar ante la estimula-
cion proagregante del ADP, difiere del obtenido en con-
diciones fisioldgicaas en humanos y es por el contrario
comparable al tipo de agregacidén hallada en el conejo
(102). Por tanto las técnicas de medicidén  del fendmeno
que se emplean en la agregacién plaquetaria humana no
eran totalmente adecuadas para la cuantificacidén de
nuestros registros experimentales.

En la Figura 37, se representan esquematicamente

ambos tipos de registros y los parametros que se eva-




R

*

PPP

{ min. 2 min. 3 min.

(a) (b)

Fig. 37.- Registros de agregacion plaquetaria humana (a) y de rata (b) junto
con los parametros que se evalGan en las mismas.
(Explicacidén en texto).

29t
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lGan en los mismos. La agregacién plaquetaria en huma-

nos

presenta una doble onda de agregacidn y en ella se

pueden medir los siguientes parametros, segin la técni-

ca seguida por el Servicio de Hematologia del Hospital

Universitario de la Facultad de Medicina de Sevilla:

1.-

Amplitud maxima en un tiempo determinado (3 minu-
tos), qué es proporcional al porcentaje de plaque-
tas agregadas en el tiempo dado y se expresa como
porcentaje de la amplitud maxima posible, que es
la que viene dada por el valor que se extiende des-
de la sefial 90 del papel de registro hasta 1la 10,
que cobresponden respectivamente a la calibraciédn
con el plasma rico en plaquetas (PRP) donde la to-
talidad de las plaquetas estan libres y con el plas
ma pobre en plaquetas (PPP) donde se supone que se
han agregado la totalidad de las plaquetas.

T50 es el tiempo que la agregacidén tarda en alcan-
zar la mitad del valor que se obtiene a los 3 minu-
tos. Este parémetro mide la reactividad de la pla-
queta o rapidez de respuesta agregante ante una es-

timulacidén por ADP.

Tiempo de aparicién de la doble onda, que correspon
de a la 1liberacidn del contenido presente en 1los

cuerpos densos y granulos alfa de la plaqueta.

El porcentaje de agregacidén obtenida en un minuto
que expresara el porcentaje de plaquetas agregadas
en ese tiempo, indica la pendiente de la curva de

agregacidon y por ello suele referirse como "slope".

Refiriéndonos a la agregacidén plaquetaria de 1la

rata Wistar, cabe hacer una serie de consideraciones

que

se deducen de la morfologia de su registro:
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a)

b)

La agregacién es reversible, al contrario de 1o que
ocurre en la especie humana, por tanto la plaqueta
no tiene cuerpos densos y/o granulos alfa o no libe-
ra su contenido; estos datos son concordantes con
los hallazgos microscopicos expuestos en los resul-
tados.

Después de ensayar dosis crecientes de ADP, se com-
probdé que no aparecia la doble onda que esta provo-
cada pbr la liberacidén interna del contenido de los
granulos plaquetarios, como ya comentébamos antes.
Por tanto la Gnica agregacién que aparece es la in-
ducida por el estimulo del factor agregante, en este
caso el ADP. Esta agregacion debe por tanto ser de-
pendiente de 1la dosis del compuesto utilizado como
agente proagregante, hecho que se confirma con los
resultados obtenidos en 1os que se comprueba que la
agregacion plaquetaria de la rata es dosis-dependien
te.

Por tanto, a la vista de estos hallazgos y tenien

do en cuenta el método utilizado para medir la agrega-

cidén plaquetaria en conejos (muy similar a la de la ra-

ta Wistar), optamos por utilizar los siguientes parame-

tros que ya se comentaron en Material y Métodos:

h,

Jet

oL

que representa el porcentaje maximo de plaquetas
agregadas en cada experimento y que nos indicara

la intensidad méxima de agregacién en cada caso.

que indica el tiempo en que se alcanza esta maxima

agregacion.

o angulo de desagregacion inicial, que al ser la
agregacidn reversible nos indicara la velocidad con
que las plaquetas se desagregan una vez que ha ce-

sado la actividad agregante de ADP.
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La rapidez de respuesta agregante, indicada indi-

rectamente por el valor T en la agregacion humana,

50
va directamente evaluada en nuestra técnica en el valor
t. El tiempo de aparicidén de la doble onda no se mide
al no existir ésta y el '"slope" referido no es una me-
dida real; en nuestros experimentos medimos la agrega-
cién maxima y el tiempo en que se produce, cuya rela-
cién si seria una medida real de la pendiente si la gra
fica fuera una linea recta.

Por tanto el tipo de medicién que hemos elegido,
creemos que nos aporta datos mas precisos sobre el de-
sarrollo de la agregacion plaquetaria de la rata Wistar
que la técnica de medida utilizada para la agregacion
humana.

En los animales sin ansiedad, ninguna de las do-
sis de las benzodiacepinas ensayadas modifica la agre-
gacion, lo que obliga a pensar que los receptores ben-
zodiacepinicos de las plaquetas no intervienen en dicha
agregacion. Sin embargo, no podemos descartar su inter
vencidén y ella podria evidenciarse de manera indirecta.
Una posibilidad de demostrarlo seria la provocacién de
ansiedad en 1los animales en experiencia, ya que esta
circunstancia incrementa la poblacidén de receptores ben
zodiacepinicos por la liberacidén de posibles ligandos
benzodiacepinicos enddgenos (26).

En nuestros resultados la ansiedad solo modifica
el valor t de la agregacidn, al que acorta. Dicho para-
metro no se normaliza tras la administracién posterior
de benzodiacepinas, 1o que permite descartar un papel
de los receptores benzodiacepinicos plaquetarios en la
génesis del fendémeno de agregacion, a pesar de que en
la ansiedad se modifica la agregaci6én y aumenta el nu-
méro de receptores benzodiacepinicos.

Distintas razones podrian explicar la falta de
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correlacidn entre ambos fendmenos:

a)

b)

c)

d)

e)

Los lugares de fijacidén en la plaqueta podrian ser
receptores silenciosos, sin funcidén fisiolégica es-
pecifica, como se ha descrito para algunos recepto-

res hormonales.

La unién de las benzodiacepinas a las plaquetas sdlo
se evidenciarian, al menos en las ratas Wistar, a
dosis mayores que las utiiizadas en este estddio;
conviene recordar que las dosis de diacepan propues-
tas para observar cambios conductuales en las ratas
estdn muy por encima de las cominmente utilizadas
en el género humano y algo similar podria ocurrir
en la agregacidén plaquetaria. En este caso el empleo
del Ro-5-4868 (4'-clorodiacepan), ligando especifico
del receptor benzodiacepinico periférico, con mayor
afinidad y actividad intrinseca hacia dicho receptor
que el diacepén (hasta diez veces superior), podria
obviar este inconveniente y evidenciar efectos sobre
la agregacion plaquetaria si la unidén de las benzo-
diacepinas al receptor plaquetario fuese muy débil
(8, 146, 188).

La continua agitacidén de las plaquetas en las cube-
tas del agregdémetro, podria desplazar a las benzodia

cepinas de sus lugares de union al receptor.

La temperatura 6ptima "in vitro" de unién de las ben
zodiacepinas a sus receptores es de 02 C, lejos de
la fisioldgica y de la existente en la cubeta donde

se realiza la agregacidén (37¢ C).

Aunque se ha descrito que 1la ansiedad aumenta 1los
receptores benzodiacepinicos, un aumento de la afi-
nidad podria aparecer como un aumento del nUmero si

se esta determinando en funcidén de la accidén farma-
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colobgica (26).

f) Aunque los receptores benzodiacepinicos aumenten en
la situacidén de ansiedad que hemos provocado, no te-
nemos certeza de que la poblacidén plaquetaria de re-

ceptores también aumente paralelamente.

g) Puede ocurrir que la unién de las benzodiacepinas
a su receptor plaquetario no se evidencie "in vitro"

.

sino "in vivo".

h) Dicha fijacidén puede precisar el ser facilitada me-
diante el pretratamiento de las muestras o de 1los
animales, con 1ligandos que eleven la afinidad del
receptor benzodiacepinico como Gaba, sus agonistas
(muscimol, baclofén), pirazolopiridinas (etazolato,
cartazolato, tracazolato), o con la asociacidn de
ambos tipos de compuestos (Gaba o sus agonistas y
pirazolopiridinas) en la que existe un sinergismo
de potenciacidén (95, 127, 171).

i) Podria ocurrir que se precisaran condiciones experi-
mentales diferentes de las del estudio para que las
benzodiacepinas se unan a sus receptores plaqueta-

rios (por ejemplo, una incubacidén mas prolongada).

En resumen, los datos obtenidos no nos permiten
confirmar indirectamente 1la existencié. de receptores
benzodiacepinicos plaquetarios, ni su papel fisioldgico
en Zhg agregacidon, ni su participacién en los cambios
qQue en la ansiedad experimental se producen en la agre-
gacién plaquetaria, aunque tampoco permite excluir 1la
existencia de dichos receptores o su participacién en
los fendmenos citados.

El presente estudio nos evidencia la necesidad
de ampliar la investigacién teniendo en cuenta los fac-

tores analizados en la discusidén. Un protocolo experi-
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mental asi enriquecido podria proporcionar informaciédn
sobre los intrigantes aspectos de la funcionalidad de
los receptores benzodiacepinicos periféricos, tan pobre
mente identificados hasta el presente. La reciente ob-
tencién de algunos antagonistas especificos de los re-
ceptores benzodiacepinicos, permitiria si previamente
se han delimitado las funciones en plaquetas del recep-

tor benzodiacepinico plaquetario, completar el estudio
farmacologico.
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XIV. CONCLUSIONES

Se ha estudiado la agregacidén plaquetaria (AGP)
inducida por ADP en ratas control (testigos) y con an-
siedad provocada por aislamiento, inmovilizacién y ayu-
no. E1 posible efecto de dos benzodiacepinas, diacepéan
y triazolan con las que las muestras de sangre se incu-
baron in vitro, se ha estudiado asimismo en ratas nor-
males y en el modelo experimental de ratas ansiosas.
De 1los resultados experimentales proponemos las si-
guientes conclusiones:

Animales sin ansiedad

1. En los animales testigos la AGP inducida por ADP es
dosis-dependiente para los parametros estudiados: in-
tensidad de agregacidén (h), tiempo de agregacidn méaxi-
ma (t) e indice de desagregacidén inicial (o).

2. No hay diferencias significativas entre machos y
hembras para los parametros estudiados. Dentro del ran-
go de peso abarcado en el estudio, tampoco influye el
factor peso en los citados parametros.

3. Ninguna de las dosis de diacepédn y triazoléan ensaya-
das en el pretratamiento de las muestras, modifica sig-
nificativamente la AGP comparada con los controles.

4. Sin embargo en las muestras pretratadas con 5 ng/ml
de triazolan, se detectd una diferencia entre ambos se-
xos. lLos valores de h y t resultaron inferiores en los
machos con respecto a las hembras. Aunque el efecto
no se confirmd paré otras dosis, indicaria una AGP méas

rapida y menos intensa en los machos.

Animales ansiosos

5. En los animales testigos la AGP inducida por ADP es

dosis-dependiente para los parametros estudiados (Q,
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ty ).

6. No hay diferencias significativas entre machos y
hembras para los parametros estudiados. Dentro del ran-
go de peso abarcado en el estudio, tampoco influye el
peso en los citados paréametros.

7. La AGP en animales con ansiedad provocada,se modifi-
ca en el sentido de producirse mas rapidamente la agre-
gacion plaquetaria maxima (t), que es significativamen-
te inferior en comparacidén con los testigos sin ansie-
dad.

8. Ninguna de las dosis de diacepan y triazoléan ensaya-
das en el pretratamiento de las muestras, modifica sig-
nificativamente la AGP comparada con los controles.

9. La intensidad de la AGP inducida por ADP en muestras
pretratadas con 10 ng/ml de triazolédn, muestra una di-
ferencia significativa entre ambos sexos. Su valor (h)
es significativamente inferior en los machos.

10. En las muestras pretratadas con 500 ng/ml de diace-
pan, la agregacidén plaquetaria maxima se induce en los
machos en un tiempo significativamente inferior que en

las hembras.
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XVI. RESUMEN

La descripcidn reciente de receptores benzodiace-
pinicos periféricos, con funciones poco conocidas toda-
via, justifica los trabajos cuya finalidad sea diluci-
dar tales cuestiones. Como es posible que los recepto-
res benzodiacepinicos plaquetarios jueguen algin papel
en la agregacidén, se ha estudiado experimentalmente las
posibles modificaciones de 1la agregacidén plaquetaria
tras el pretratamiento in vitro con estos farmacos. E1l
presente trabajo comprende:

1) Revisidén y actualizacién bibliografica sobre las
benzodiacepinas, con especial detalle de su mecanismo
de accién y de los receptores benzodiacepinicos (cen-
trales y periféricos).

2) Relacidn entre la agregacion plaquetaria y el recep-
tor benzodiacepinico plaquetario. E1 estudio de la mis-
ma se desarrolla en tres fases:

a) estudio de la agregacién plaquetaria en ratas

inducida por diferentes dosis de ADP (1.25, 2.5

y 5 pM) y las variaciones de la misma segin el

sexo de los animales.

b) modificaciones de 1la agregacién plaquetaria

por ADP (2.5 uM) en ratas, tras el pretratamien-

to in vitro con diacepan (0, 100, 500 y 1000

ng/ml) y triazoldan (0, 1, 5 y 10 ng/ml).

c) Igual que en la fase anterior, pero utilizando

para el estudio ratas en las que se provocd an-

siedad experimental mediante aislamiento, inmovi-
lizacidén y ayuno.

lLos parametros medidos en cada agregacién han si-
do la intensidad de la agregacidon maxima, el tiempo que

tarda ésta en alcanzarse y el angulo de desagregacién
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inicial, que mide indirectamente la rapidez de reversi-
bilidad del fendmeno.

los resultados obtenidos han sido los siguientes:
- La agregacidén plaquetaria inducida por ADP en la ra-
ta, es dosis-dependiente en ambos sexos para 1los tres
parametros estudiados, tanto en animales sin ansiedad
como en ansiosos.
- lLa ansiedad acorta signifiqativamente el tiempo que
tarda en alcanzarse la agregacidén maxima.
- Las dosis de diacepan y triazolan ensayadas no modi-
fican significativamente la agregacién plaquetaria.
- Tanto el diacepéan como el triazolédn, parecen modifi-
car de forma no consistente 1la intensidad y el tiempo
de agregacion maxima en las muestras de animales ma-
chos.

Los resultados obtenidos no nos permiten precisar
el papel del receptor benzodiacepinico plaquetario en
la génesis y modificaciones de la agregacidén plaqueta-

ria, aunque ello no excluye su participaciodn.
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