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DESCRIPCION

Uso de moduladores negativos de los receptores gaba que contienen subunidades alfa5 como antidepresivos de
accion rapida

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad a la Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos N.° 61/972.446, presentada
el 31 de marzo de 2014.

Declaracion con respecto a la investigacion o desarrollo subvencionado federalmente

La presente invencién se realizé con soporte del gobierno con la subvencién numero MH086828, otorgada por los
National Institutes of Health. El gobierno posee determinados derechos sobre la invencion.

Campo técnico

Las realizaciones de la divulgacion estan relacionadas al menos con los campos de la biologia celular, biologia
molecular, bioquimica, neurologia, psiquiatria, farmacologia, psicologia y medicina. En realizaciones especificas, la
divulgacion se refiere a métodos para tratar o mejorar la depresién y/o tendencias suicidas en un sujeto mediante la
administracion de uno o mas moduladores del receptor GABAA que puede producir una rapida accion antidepresiva.

Antecedentes

Existe la necesidad de identificar nuevos farmacos que se puedan utilizar para tratar los trastornos depresivos y reducir
la incidencia de suicidio a nivel mundial. Los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRI, por sus
siglas en inglés) son, con frecuencia, la primera linea de tratamiento, pero muchos pacientes no responden a estos
medicamentos y con frecuencia se necesita un tratamiento prolongado (varias semanas o meses) para lograr una
mejora terapéutica.

El receptor GABAA es un receptor ionotrépico y un canal iénico dependiente de ligando. Su ligando endégeno es el
acido gamma-aminobutirico (GABA), el principal neurotransmisor inhibidor en el sistema nervioso central. El sitio
primario de activacion del receptor GABAa es el sitio de union para GABA y varios farmacos, tal como muscimol,
gaboxadol y bicuculina. Un segundo sitio de unién es el llamado sitio "receptor de benzodiacepinas". Los farmacos
gue se unen a este sitio pueden promover o alterar la capacidad de GABA para activar el receptor GABAa. Los
receptores GABAA se encuentran en todos los organismos con un sistema nervioso central. Debido a su amplia
distribucién dentro del sistema nervioso de mamiferos, desempefan un papel en practicamente todas las funciones
cerebrales.

La ketamina, un antagonista reconocido del receptor de glutamato de tipo NMDA, ha demostrado propiedades
antidepresivas de accion rapida. Sin embargo, se reconoce que la ketamina tiene potentes efectos psicotomiméticos
y el mecanismo de accién de la ketamina sigue siendo incierto. Por lo tanto, existe una clara necesidad clinica de
identificar otros antidepresivos de accion rapida para la depresion y tendencias suicidas que tengan propiedades
farmacocinéticas potenciadas y que puedan producir respuestas mas fuertes con menos efectos secundarios
negativos.

Breve sumario

Las realizaciones de la divulgacion se refieren a métodos y composiciones para el tratamiento de una o mas afecciones
médicas. En realizaciones particulares, la una o0 mas afecciones médicas incluyen depresion y afecciones similares.
La afeccidén puede ser de cualquier tipo, pero en realizaciones especificas, la afeccion a tratar es depresion y/o
tendencias suicidas mayores. En realizaciones especificas, el tratamiento de la afeccién médica se produce a un ritmo
mas rapido que los tratamientos conocidos actualmente y tiene menos efectos secundarios perjudiciales. En
realizaciones especificas, la afeccién médica es un trastorno relacionado con la depresion.

Las realizaciones de la presente divulgacion se refieren a un método para tratar o mejorar la depresién y/o las
tendencias suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz
de un modulador de un receptor GABAAa. Aunque cualquier modulador de un receptor GABAA que mejora una afeccion
médica como se describe en el presente documento, en una realizacion especifica, el modulador es un modulador
negativo del receptor. En realizaciones especificas, el modulador es un modulador alostérico negativo de receptores
GABAA que contienen una subunidad alfa5.

Realizaciones especificas de la divulgacién se refieren al uso de moduladores alostéricos negativos de receptores
GABA que contienen subunidades alfa5 como antidepresivos de accion rapida para tratar la depresion y/o reducir las
tendencias suicidas. En realizaciones especificas, la accion rapida, como se usa en el presente documento, se define
como el comienzo de los efectos terapéuticos en horas o dias en comparacién con las terapias actuales que tardan
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dias, semanas o meses.

En realizaciones particulares, cualquiera y cada uno de los farmacos que son moduladores alostéricos negativos de
los receptores GABA que contienen subunidades alfa5 (incluidos los agonistas inversos en el sitio de unién a
benzodiacepinas de los receptores GABAa que contienen subunidades alfa5) producirdn una rapida accion
antidepresiva y produciran una rapida disminucién de la depresion y/o tendencias suicidas en pacientes que padecen
depresioén mayor o en pacientes que padecen depresion que no son suicidas. Debido a que los receptores GABA que
contienen alfa5 se expresan de manera estrecha en el hipocampo y la corteza, y porque en al menos algunas
realizaciones las sustancias son agonistas inversos débiles, en determinadas realizaciones tienen una capacidad
terapéutica significativamente mayor que los tratamientos actuales.

En una realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresién y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un
modulador alostérico negativo del receptor GABA.a y en algunas realizaciones el modulador se administra por via oral,
por via intradérmica, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa, mediante insuflaciéon o en un
parche dérmico.

La presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresién y/o tendencias suicidas en un sujeto
humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un modulador alostérico
negativo de la subunidad alfa5 del receptor GABAA y en algunas realizaciones el modulador se administra por via oral,
intradérmica, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa, mediante insuflacién o en un parche
dérmico.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresion y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de L655,708
o un derivado o analogo del mismo y en donde L655,708 se administra (pero sin limitaciéon) por via oral, por via
intradérmica, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa, mediante insuflacién o en un parche
dérmico, en realizaciones especificas.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresién y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de MRK-016
0 un derivado o analogo del mismo y en donde MRK-016 se administra (pero sin limitacién) por via oral, por via
intradérmica, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa, mediante insuflacién o en un parche
dérmico, en realizaciones especificas.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresion y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de CP-
457,920 o un derivado o analogo del mismo y en donde CP-457,920 se administra (pero sin limitacion) por via oral,
por via intradérmica, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa, mediante insuflaciéon o en un
parche dérmico, en realizaciones especificas.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresion y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de RG-1662
o un derivado o analogo del mismo y en donde RG-1662 se administra (pero sin limitacion) por via oral, por via
intradérmica, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa, mediante insuflacién o en un parche
dérmico, en realizaciones especificas.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresion y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una dosis terapéuticamente eficaz de un modulador
alostérico negativo del receptor GABAA que contiene subunidades alfa5 ya sea solo o en combinacion con otro farmaco
antidepresivo que incluye, por ejemplo, uno o mas seleccionados del grupo que consiste en inhibidores de la
monoaminooxidasa (MAOi, por sus siglas en inglés), inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRi),
inhibidores de la recaptacion de serotonina-norepinefrina (SNRI), inhibidores de la recaptacién de noradrenalina (NRI,
por sus siglas en inglés), inhibidores de triple recaptacion, moduladores de la funcion de la acetilcolina del SNC,
estimulantes, antiglucocorticoides, antagonistas de los receptores de glutamato de tipo NMDA, antidepresivos tricilicos
(TCA, por sus siglas en inglés) y una combinacion de los mismos.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresion y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una dosis terapéuticamente eficaz de uno o mas
de L655,708; MRK-016; CP-457,920; RG-1662; o un derivado o analogo de los mismos, ya sea solo o en combinacion
con uno o mas farmacos antidepresivos diferentes seleccionados del grupo que consiste en inhibidores de la
monoaminooxidasa (MAOi), inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRi), inhibidores de la
recaptacion de serotonina-norepinefrina (SNRI), inhibidores de la recaptacion de noradrenalina (NRI), inhibidores de
triple recaptacion, moduladores de la funcidon de la acetilcolina del SNC, estimulantes, antiglucocorticoides,
antagonistas de los receptores de glutamato de tipo NMDA, antidepresivos tricilicos (TCA) y combinaciones de los
mismos.
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En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar formas unipolares y bipolares
de depresion, tendencias suicidas y otros sintomas depresivos de depresién unipolar y bipolar, trastorno de estrés
postraumatico y/o depresién posparto en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de uno o mas moduladores negativos de un receptor GABAa, incluyendo un receptor GABAAa
que contiene subunidades alfa5 y, en algunas realizaciones, el modulador es un agonista inverso parcial de un receptor
GABAA& que contiene alfas.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar formas unipolares y bipolares
de depresion, tendencias suicidas y otros sintomas depresivos de depresién unipolar y bipolar, trastorno de estrés
postraumatico y/o depresion posparto en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una dosis
terapéuticamente eficaz de uno o mas moduladores negativos de un receptor GABAAa, tal como un agonista inverso
del receptor GABAA que contiene subunidades alfab, por ejemplo, ya sea solo o en combinacién con uno o mas
farmacos antidepresivos diferentes seleccionados del grupo que consiste en inhibidores de la monoaminooxidasa
(MAO:i), inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRi), inhibidores de la recaptaciéon de serotonina-
norepinefrina (SNRI), inhibidores de la recaptacion de noradrenalina (NRI), inhibidores de triple recaptacion,
moduladores de la funcién de la acetilcolina del SNC, estimulantes, antiglucocorticoides, antagonistas de los
receptores de glutamato de tipo NMDA, antidepresivos tricilicos (TCA, por sus siglas en inglés) y una combinacion de
los mismos.

En otra realizacion, la presente divulgacién se refiere a un método para reforzar la funcién de sinapsis excitatoria en
multiples regiones del cerebro de un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de un modulador negativo del receptor GABAAa que contiene subunidades alfa5.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para restaurar la preferencia por sacarosa en un
modelo animal de roedor con anhedonia inducida por estrés en donde la preferencia por sacarosa aumenta tras la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de moduladores negativos de un receptor GABA,, tal como
un modulador negativo del receptor GABAA que contiene subunidades alfa5, tal como L-655,708; MRK-016; CP-
457,920; RG-1662; un derivado o analogo de los mismos; o una combinacion de los mismos.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresion y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del
compuesto  L-655,708  (etil(13aS)-7-metoxi-9-ox0-11,12,13,13a-terahidro-9H-imidazo[1,5-a]  pirrolo[2,1-c][1,4]
benzodiacepina-1-carboxilato; MRK-016; CP-457,920; RG-1662; un derivado o analogo de los mismos; o una
combinacién de los mismos.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresién y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente de compuesto L-
655,708; MRK-016; CP-457,920; RG-1662; un derivado o analogo de los mismos; o una combinacién de los mismos.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresion y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente de compuesto L-
655,708; MRK-016; CP-457,920; RG-1662; un derivado o analogo de los mismos; o una combinacién de los mismos
que se administra al sujeto por via oral, por via intradérmica, por via intramuscular, por via intravenosa, por via
intraperitoneal, mediante insuflacion o en un parche dérmico, en determinadas realizaciones.

En otra realizacién, la presente divulgacion se refieren a un método para tratar o mejorar la depresién y/o las
tendencias suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una dosis terapéuticamente eficaz de
un modulador alostérico negativo de un receptor GABAA, incluyendo uno que comprende una subunidad alfa5, y en
algunos casos es un agonista inverso del receptor GABAa que contiene una subunidad alfa5, en donde el modulador
€s uno 0 mas agonistas inversos del sitio de unién a benzodiacepinas u otros sitios de unién que producen modulacién
alostérica negativa de receptores GABAa que contienen subunidades alfa5.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresiéon en un sujeto
humano que comprende administrar al sujeto una dosis terapéuticamente eficaz de un modulador alostérico negativo
de receptor GABAA (incluido un modulador negativo de un receptor GABAAa que tiene una subunidad alfa5, tal como
un agonista inverso del receptor GABAAa que contiene subunidades alfa5 ) tal como L-655,708; MRK-016; CP-457,920;
RG-1662; un derivado o analogo de los mismos; o una combinacién de los mismos en combinaciéon con uno o mas
farmacos antidepresivos seleccionados del grupo que consiste en inhibidores de la monoaminooxidasa (MAO:i),
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRi), inhibidores de la recaptacién de serotonina-norepinefrina
(SNRI), inhibidores de la recaptacion de noradrenalina (NRI), moduladores de la funcion de la acetilcolina del SNC,
estimulantes, antagonistas de los receptores de glutamato de tipo NMDA, antidepresivos tricilicos, o una combinacion
de los mismos.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresiéon en un sujeto
humano que comprende administrar al sujeto una dosis terapéuticamente eficaz de un agonista inverso del receptor
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GABAA que contiene subunidades alfab, tal como L-655,708; MRK-016; CP-457,920; RG-1662; un derivado o analogo
de los mismos; o una combinacién de los mismos, en donde la dosis eficaz da como resultado la presencia del agonista
inverso en el liquido cefalorraquideo a una concentracion suficiente para unir del 10 al 75 % de todos los receptores
GABAA y de ese modo reducir la funcion del receptor GABAA entre un 10 y un 75 %.

En otra realizacion, la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresion en un sujeto que
comprende administrar al sujeto una dosis terapéuticamente eficaz de uno o mas moduladores alostéricos negativos
del receptor GABAA (incluido un modulador alostérico negativo de receptor GABAA que comprende subunidades alfa5,
tal como un agonista inverso del receptor GABAA que contiene subunidades alfa5), tales como L-655,708 o derivados
o0 analogos del mismo (o MRK-16 o analogos o derivados del mismo; o CP-457,920, o analogos o derivados del mismo;
0 RG-1662 o analogos o derivados del mismo), o una combinacion de los mismos. En realizaciones particulares, la
dosis eficaz del modulador alostérico negativo del receptor GABAAa se administra al sujeto cada 0,5, 1, 2, 3 o mas dias
o en regimenes de dosificacion repetitivos. La dosificacion repetitiva puede ocurrir cuando el modulador se proporciona
solo o cuando se proporciona con una o0 mas terapias diferentes y cuando una o mas terapias diferentes se utilizan
con el modulador, las otras terapias se pueden proporcionar en regimenes de dosificacion repetitivos.

En otra realizacion la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresién y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente de compuesto L-
655,708; MRK-016; CP-457,920; RG-1662; un derivado o analogo de los mismos; o una combinacion de los mismos,
en combinacién con otro agonista inverso del sitio de union a benzodiacepinas, tal como RO4882224, RO4938581 u
otros moduladores alostéricos negativos de la funcion del receptor GABAA.

En otra realizacion la presente divulgacion se refiere a un método para tratar o mejorar la depresion y/o tendencias
suicidas en un sujeto humano que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente de compuesto L-
655,708; MRK-016; CP-457,920; RG-1662; un derivado o analogo de los mismos; o una combinacién de los mismos,
en combinacién con una clase de compuestos de 3-fenil-5-arilpiridacina tal como RO 15-4513, RY-010, RY-023, RY-
080 0 RG-1662.

Las realizaciones de la divulgacion incluyen métodos para reducir el riesgo de suicidio en un individuo propenso al
suicidio y/o depresion.

En una divulgacién, hay un método para tratar o prevenir o mejorar al menos un sintoma de una afeccién médica en
un individuo, que comprende la etapa de proporcionar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas
moduladores negativos de receptores GABAa, en donde la afeccién médica se selecciona del grupo que consiste en
un trastorno relacionado con la depresion; tendencias suicidas; y una combinacion de los mismos. En realizaciones
especificas, el comienzo de la mejora de uno o mas sintomas relacionados con la depresion se produce en horas,
dias o semanas. En realizaciones particulares, el receptor GABAa comprende una subunidad alfa5. EI modulador
negativo puede seleccionarse del grupo que consiste en moduladores alostéricos negativos que actian en el sitio de
union a benzodiacepinas; moduladores alostéricos negativos que actian en el sitio de unién a esteroides barbituricos;
moduladores alostéricos negativos que actuan en el sitio de unidn a esteroides neuroactivos; antagonistas
competitivos de GABAAR; moduladores negativos que actian en el poro del canal de GABAAR; nicotinamida y
compuestos relacionados; agonistas inversos y antagonistas del sitio de union a propofol del GABAAR; y una
combinacién de los mismos.

En determinadas realizaciones, el trastorno relacionado con la depresion es el trastorno depresivo mayor (MDD por
sus siglas en inglés); distimia; trastorno ciclotimico; trastorno afectivo estacional/depresion estacional; depresion
después de una lesién cerebral traumatica; depresion posparto; trastorno disférico premenstrual; sintomas depresivos
asociados con la menopausia; depresion después de abuso/abstinencia de sustancias; trastorno bipolar; trastorno
bipolar en remision; o episodios depresivos del trastorno bipolar.

Un individuo tratado con realizaciones de la divulgacién incluye un individuo que se ha sido o no diagnosticado con la
afeccion médica.

En realizaciones particulares, el modulador negativo del receptor GABAa es un modulador alostérico negativo que
actua en el sitio de unién a benzodiacepinas; el modulador negativo del receptor GABAa es un modulador alostérico
negativo que actua en el sitio de unidn a esteroides barbituricos; el modulador negativo del receptor GABAA es un
modulador alostérico negativo que actua en el sitio de union a esteroides neuroactivos; el modulador negativo del
receptor GABAA es un antagonista competitivo del R de GABAa; modulador negativo que actda en el poro del canal R
de GABAAx; y/o el modulador negativo del receptor GABAA es un agonista inverso parcial de un receptor GABAa que
comprende una subunidad a5. En realizaciones especificas, el agonista inverso parcial de un receptor GABAa que
comprende una subunidad a5 es L-655,708, RO4938581, CP-457,920, MRK-016, o una combinacién de los mismos.

En realizaciones particulares, el método comprende ademas la etapa de proporcionar al individuo una cantidad
terapéuticamente eficaz de otra terapia, tal como uno seleccionado del grupo que consiste en inhibidores de la
monoaminooxidasa (MAOi), inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRi), inhibidores de la
recaptacion de serotonina-norepinefrina (SNRI), inhibidores de la recaptacion de noradrenalina (NRI), inhibidores de
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triple recaptacién, moduladores de la funcidon de la acetilcolina del SNC, estimulantes, antiglucocorticoides,
antagonistas de los receptores de glutamato de tipo NMDA, antidepresivos tricilicos (TCA, por sus siglas en inglés) y
una combinacion de los mismos. La otra terapia puede ser un antidepresivo.

Lo anterior ha esbozado de manera bastante amplia las caracteristicas y ventajas técnicas de la presente invencion
para que la Descripcion de la invencidn detallada que sigue puede entenderse mejor.

Las caracteristicas novedosas que se cree que son caracteristicas de la invencién, tanto en su organizacién como en
su método de funcionamiento, junto con otros objetos y ventajas adicionales se entenderan mejor a partir de la
siguiente descripcion cuando se considere en relacion con las figuras adjuntas. Debe entenderse expresamente, sin
embargo, que cada una de las figuras se proporciona con fines ilustrativos y descriptivos Unicamente y no pretende
ser una definicion de los limites de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Para una comprensién mas completa de la presente invencién, ahora se hace referencia a las siguientes descripciones
tomadas junto con el dibujo adjunto, en el que:

La FIG. 1 ilustra un ejemplo de la accién terapéutica de acciéon rapida de la ketamina y la participacion de las
sinapsis excitatorias en la depresion.

FIG. 2. La inyeccién de L-655,708 produjo un rapido aumento en la actividad oscilatoria en el estrato piramidal del
area CA1 (fila superior) y en la cubierta del NAc (fila inferior) in vivo, particularmente en las bandas de frecuencia
theta y beta, que continué durante mas de una hora.

FIG. 3A. En cortes de control (negro), la anpirtolina produjo una potenciacién completamente reversible de la
pendiente TA-CA 1 EP8P de -175 %. Después de CUS (gris), la potenciacién fue mayor y continué durante > 60
minutos después del lavado. FIG. 3B, En dos cortes de ratas con CUS a las que se les dio una inyeccién de L-
655,708, 24 horas antes, la potenciacion fue similar a los controles.

FIG. 4. 24 horas después de la inyeccion de L-655,708, pero no de vehiculo, la fosforilacion de S831 y la expresion
total de GIuA 1 aumentaron en SLM del tejido del hipocampo de ratas con CRS a niveles comparables a los de los
controles sin estrés. Por el contrario, L-655,708 no tuvo ningun efecto en animales sin estrés.

FIG. 5. Una hora después de la inyeccion de L-655,708 hubo un aumento en la expresiéon de FosS y AFosB en
animales sin estrés en el NAc, pero no en el hipocampo. No hubo cambios aparentes 24 horas después de la
inyeccion.

FIG. 6A y 6B. L-655,708 revierte rapidamente la pérdida de preferencia por sacarosa y los comportamientos de
interaccion social después del estrés cronico por restriccion. Cuantificacion de los resultados de la prueba de
preferencia por sacarosa (SPT, por sus siglas en inglés FIG. 6A) y las pruebas de interaccion social (SIT, por sus
siglas en inglés FIG. 6B) en dos puntos temporales: antes de CRS y después de 10 dias de CRS. 24 horas antes
de la segunda ronda de pruebas, las ratas recibieron una inyeccién de bien vehiculos (negro, barra izquierda en
pares de barras; vehiculo) o L-655,708 (blanco, barra derecha en pares de barras; L-655,708). La preferencia por
sacarosa media difirio significativamente después de la inyeccién del vehiculo en comparacién con todos los otros
grupos (ANOVA con medidas repetidas 2X2 de la interaccién grupo-tiempo F (1,11) = 7,514, p = 0,019; *, p < 0,05
en comparacion con el valor inicial antes de CUS, prueba post-hoc de Bonferroni; n = 7 ratas con CRS + vehiculo,
6 ratas con CRS + L-655,708). Las relaciones de interaccion social medias difirieron significativamente después
de la inyeccion del vehiculo en comparacion con todos los demas grupos (F (1,12) = 2,85, p=0,115; n = 7 ratas con
CRS + vehiculo, 7 ratas con CRS + L-655,708).

FIG. 7A, 7B, 7C y 7D. L-655,708 revierte rapidamente la pérdida de conductas de interaccion social después de
un estrés crénico impredecible pero no afecta a la conducta heddnica en ratas sin estrés. Cuantificaciéon de los
resultados de la prueba de interaccion social (SIT) en tres puntos temporales: antes de CUS, después de 4
semanas de CUS y una inyeccion de vehiculo administrada 24 horas antes, y después de una semana adicional
de CUS y una inyeccién de L-655,708 administrada 24 horas antes. FIG. 7A, la relacion de interaccion social media
difirié significativamente en el grupo CUS + vehiculo en comparacion con todos los demas grupos (ANOVA con
medidas repetidas 3x2 de la interaccion grupo-tiempo F (2,50) = 6,538, p = 0,005; *, p < 0,05 frente a todos los
demas grupos, prueba de Bonferroni, n = 18 ratas con CUS, 9 ratas sin estrés). FIG. 7B, El analisis de animales
individuales revel6 que 14 de 18 animales mostraron respuestas fuertes a CUS y L-655,708 (negro). Las 4 ratas
que no respondieron a L-655,708 parecieron en gran parte resistentes a los efectos de CUS (simbolos grises). Los
controles no estresados también recibieron inyecciones de vehiculo y L-655,708 en los mismos puntos temporales.
Ninguna inyeccion produjo un cambio significativo en la interaccion social. (FIG. 7C) o preferencia por sacarosa
(Figura 7D).

FIG. 8. La preferencia por sacarosa media después de 4 semanas con CUS + inyeccion de vehiculo difirid
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significativamente de todos los demas grupos, (ANOVA con medidas repetidas 3x2 de la interaccién grupo-tiempo
F (2,18) = 12,309, p = 0,006; * p < 0,05 frente a todos los demas grupos, prueba de Bonferroni) N = 5 ratas con
CUS y N = 7 ratas sin estrés. La barra izquierda de los pares (negro) refleja ratas con CUS vy la barra derecha de
los pares (blanco) refleja ratas sin estrés.

FIG. 9A, 9B y 9C. MRK-016 revierte rapidamente la pérdida de preferencia por sacarosa y los comportamientos
de interaccién social después del estrés cronico por restriccion. FIG. 9A, Cuantificacion de los resultados de un
grupo de ratas en la prueba de preferencia por sacarosa en cinco puntos temporales: valor inicial, después de 2
semanas de CRS, 24 horas después de 3 dias adicionales de CRS y 24 horas después de la inyeccion del vehiculo,
después de una semana de CRS y 24 horas después de una inyeccion de MRK-016 (3 mg/kg), y en los mismos
animales después de una semana adicional de CRS y 7 dias después de la inyeccion de MRK-016. La preferencia
media por sacarosa difirid significativamente después de la inyeccién del vehiculo en comparacién con todos los
demas grupos (F (3,33) = 20,63, p < 0,0001, n= 12 ratas). *, p < 0,05 en comparacion con el valor inicial antes de
CUS, prueba post-hoc de Tukey). FIG. 9B, resultados en animales individuales para el experimento completo. FIG.
9C, cuantificacion de los resultados de un grupo de ratas en la prueba de interacciéon social en cuatro puntos
temporales: valor inicial, después de 2 semanas de CRS y 24 horas después de la inyeccion del vehiculo, después
de una semana de CRS y 24 horas después de una inyeccion de MRK-016 (3 mg/kg), y en los mismos animales
después de una semana adicional de CRS y 7 dias después de la inyecciéon de MRK-016. Las relaciones de
interaccion social media difirieron significativamente después de la inyeccion del vehiculo en comparacién con
todos los demas grupos (F = (2,14) = 11,84, p = 0,0009, n= 8 ratas). *, p < 0,05 en comparacion con el valor inicial
antes de CUS, prueba post-hoc de Tukey).

FIG. 10A, 10B y 10C. L-655,708 revierte rapidamente el debilitamiento inducido por estrés de la transmision
sinaptica mediada por AMPAR en las sinapsis TA-CA1 del hipocampo de rata. FIG. 10A, trazos representativos
que muestran los componentes mediados por AMPAR y NMDAR del fEPSP, registrado extracelularmente en SLM
del area CA1 en respuesta a la simulacion de aferentes TA en solucion salina que carece de Mg2+ afiadido. Se
muestran trazos antes (negro) y después (gris) de la adicién de 50 yM de DNQX para bloquear los AMPAR. Se
registraron los trazos de cortes tomados de controles sin estrés (izquierda) y ratas sometidas a 10 dias de CRS y
después se les dio una inyeccion 24 horas antes de una solucion de vehiculo (centro) o L-655,708 (derecha). FIG.
10B, la pendiente media de la relacién entre la respuesta mediada por AMPAR (izquierda) y por NMDAR (derecha)
y la amplitud de FV en un intervalo de intensidades de estimulacién de los tres grupos de animales. La pendiente
de las respuestas mediadas por AMPAR disminuyo significativamente en los cortes de ratas con CRS tratadas con
vehiculo (gris, barra central de triplete de barras) en comparacién con cortes de ratas sin estrés (negro, barra
izquierda de triplete de barras) o con CRS tratadas con L-655,708 (blanco, barra derecha de triplete de barras) en
el intervalo de intensidades de estimulacion (ANOVA de 1 via, F(2,17) = 3,675, p= 0,047; n = 5 sin estrés, 8 con
CRS + vehiculo, 7 con CRS + L-655,708; *, p < 0,05, prueba post hoc de LSD). No hubo diferencias significativas
en las respuestas mediadas por NMDAR (ANOVA de 1 via, F(2,17) = 0,549, p = 0,588). FIG. 10C, las relaciones
de AMPA:NMDA se calcularon a partir de las pendientes iniciales de las respuestas en cada corte antes y después
de la aplicacion de DNQX (mostradas por lineas de puntos en A). Las proporciones de AMPA:NMDA disminuyeron
significativamente en cortes de ratas CRS tratadas con vehiculo en comparacién con cortes de ratas sin estrés o
con CRS tratadas con L-655,708 (ANOVA de 1 viaF (2,17) = 4,345 p = 0,03; n = 5 sin estrés, 8 con CRS + vehiculo,
7 con CRS + L-655,708; *, p < 0,05 en comparacién con sin estrés y con CRS+L-655,708, prueba post-hoc de
LSD). Las notaciones de barra en la FIG. 10C son las mismas que en la FIG. 10B.

FIG. 11A y 11B. L-655,708 revierte rapidamente las disminuciones inducidas por el estrés en la expresion de
GluA1 en las sinapsis TA-CA1 del hipocampo de rata. FIG. 11A, transferencias Western representativas de niveles
de proteina GluA1 y B-actina en muestras de SLM de ratas sin estrés (izquierda) y ratas sometidas a 10 dias de
CRS y después una inyeccion administrada 24 horas antes de una solucién bien de vehiculo (centro) o de L-
655,708 (derecha). FIG. 11B, la expresion de GluA1, normalizada a los niveles de B-actina, disminuyo
significativamente en el tejido de ratas con CRS tratadas con vehiculo (gris, barra central del triplete de barras) en
comparacion con el tejido de ratas sin estrés (negro, barra izquierda del triplete de barras) o ratas con CRS tratadas
con L-655,708 (blanco, barra derecha de triplete de barras) (prueba H de Kruskal-Wallis: x2(2) = 10,62, p = 0,0049;
n = 6 sin estrés, 6 con CRS + vehiculo, 8 con CRS + L-655,708; *, p < 0,05 en comparacién con sin estrés y con
CRS + L-655,708, prueba U post-hoc de Mann-Whitney).

FIG. 12A y 12B. Ni el estrés ni la inyeccion de L-655,708 afectan el tiempo en la zona de interaccion en la condicion
de ausencia de diana. FIG. 12A, el porcentaje de tiempo transcurrido en la zona de interaccion se cuantifica para
las ratas durante el periodo inicial y 24 horas después de la inyeccion de cualquier vehiculo (blanco, barra derecha
del par de barras) o L-655,708 (negro, barra izquierda del par de barras) para los experimentos ilustrados en la
FIG. 12A. FIG. 12B, porcentaje de tiempo transcurrido en la zona de interaccion se cuantifica para las ratas
sometidas a CUS (negro, barra izquierda del par de barras) o ratas sin estrés (blanco, barra derecha de un par de
barras) durante el periodo inicial, 24 horas después de la inyeccion del vehiculo y 24 horas después de la inyeccion
de L-655,708 para los experimentos ilustrados en la FIG. 6B.
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Descripcion detallada

I. Definiciones ilustrativas

Como se usan en el presente documento, las palabras "un" y "una/o" cuando se usan en la presente memoria
descriptiva junto con la expresion que comprende, incluidas las reivindicaciones, indica "uno o mas". Algunas
realizaciones de la invencion pueden consistir o consisten esencialmente en uno o mas elementos, etapas del método
y/o métodos de la invencion. Se contempla que cualquier método o composicidon descritos en el presente documento
pueden implementarse con respecto a cualquier otro método o composicion descritos en el presente documento.

Las expresiones "nivel terapéutico"; "dosis terapéuticamente eficaz", "cantidad terapéuticamente eficaz", y similares,
como se usan en el presente documento, se refieren a una cantidad o concentraciéon de un compuesto o agente, p.
ej., un antagonista de GABAAR, que logra un efecto terapéutico en un sujeto, en donde el efecto terapéutico puede
ser una mejora o alivio, si no es una cesacion completa, de uno o mas sintomas de depresion clinica y otras afecciones
similares, incluyendo las tendencias suicidas como se define en otra parte del presente documento. En realizaciones
particulares, una dosis eficaz es la dosis del compuesto que da como resultado, en presencia del compuesto en el
liquido cefalorraquideo una concentracién suficiente para unirse a los receptores GABAA,, incluidos los que contienen
subunidades alfa 5. En realizaciones especificas, una dosis eficaz es la dosis del compuesto que da como resultado
en presencia del compuesto en el liquido cefalorraquideo una concentracion suficiente para unirse al 10-75 % de todos
los GABAAR vy asi reducir la funcién de GABAAR en un 10-75 %, aunque en realizaciones especificas los porcentajes
son del 10-100%, 10-90 %, 10-80 %, 10-70 %, 10-60 %, 10-50 %, 10-40 %, 10-30 %, 10-20 %, 20-100 %, 20-90 %,
20-80 %, 20-70 %, 20-60 %, 20-50 %, 20-40 %, 20-30 %, 30-100 %, 30-90 %, 30-80 %, 30-70 %, 30-60 %, 30-50 %,
30-40 %, 40-100 %, 40-90 %, 40-80 %, 40-70 %, 40-60 %, 40-50 %, 50-100 %, 50-90 %, 50-80 %, 50-70 %, 50-60 %,
60-100 %, 60-90 %, 60-80 %, 60-70 %, 70-100 %, 70-80 %, 70-90 %, 70-80 %, 80-100 %, 80-90 %, 90-100 y asi
sucesivamente. En realizaciones especificas, el porcentaje de receptores que se unen es superior al 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 0 95 %.

Il. Realizaciones Generales

El trastorno depresivo mayor (MDD) afecta a casi el 20 por ciento de la poblacién mundial, con el suicidio como un
final demasiado comun y tragico. Los antidepresivos monoaminérgicos (AD, por sus siglas en inglés), tal como
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSR), son el tratamiento de primera linea para el MDD, pero
muchos pacientes no responden a estos medicamentos y la mejoria clinica generalmente requiere un tratamiento
prolongado (de semanas a meses) en los pacientes que si lo hacen. El retraso en la eficacia, asi como la alta tasa de
no respuesta, han motivado la busqueda de mejores farmacos AD mejores. La ketamina, un antagonista del receptor
de NMDA (NMDAR) no competitivo, ha demostrado eficacia como AD de accién rapida en pacientes refractarios al
tratamiento. Las dosis bajas de ketamina dan como resultado una mejoria rapida y sostenida de los sintomas
depresivos centrales y una disminucion de la ideacion suicida en individuos con MDD resistente al tratamiento (Berman
et al., 2000; Zarate et al., 2006). De forma similar, la administracién sistémica de ketamina en dosis subanestésicas
(3-50 mg/kg) da como resultado un comportamiento similar a los AD en varios modelos de depresion en roedores
(Maeng et al., 2008; Li et al., 2011). Aunque la ketamina ejerce una rapida accion de AD en seres humanos, su
capacidad de uso fuera del ambito de la investigacion es limitado porque es adictiva y porque produce efectos
disociativos, psicotomiméticos incluso a dosis bajas (p. ej., Machado-Vieira et al., 2009). Por lo tanto, aunque la
ketamina en si misma tiene una capacidad terapéutica limitada, su rapida accion ha despertado un gran entusiasmo
por la posibilidad de desarrollar AD de accion rapida. La ketamina también ha proporcionado una visidon mecanicista
critica sobre como se pueden producir acciones rapidas de AD (p. €j., Li et al., 2011), lo que genera esperanzas de
que se puedan desarrollar nuevos farmacos que carezcan de sus desventajas y riesgos.

El mecanismo de accién terapéutica de accion rapida de la ketamina sigue siendo incierto. Se ha postulado que la
ketamina es algo selectiva para los NMDAR en las interneuronas inhibidoras, de modo que su excitacién se ve
disminuida por la ketamina, dando como resultado una leve desinhibiciéon de la poblacién neuronal y un aumento
general de su actividad. Los aumentos de actividad inducidos por la ketamina provocan, entonces, la estimulacion de
procesos dependientes de la actividad, tal como la potenciacion y la activacién a largo plazo de la diana de mamiferos
de la via de sefializacién de la rapamicina (mTOR) que conduce a la rapida induccion de la sinaptogénesis mediante
el aumento de la sintesis de proteinas sinapticas (Li et al., 2010) y el restablecimiento de la actividad normal.

En la presente divulgacion, en determinadas realizaciones se considerd que, en ultima instancia, el leve aumento de
la actividad global en los circuitos neuronales del prosencéfalo es el mecanismo mediante el cual se ejercen las
acciones terapéuticas rapidas de los AD. Por lo tanto, se buscaron otros medios para producir tales cambios. En una
realizacion, se considerd que producia una disminucion directa de la fuerza de inhibicion mediada por los receptores
de tipo A del acido y-aminobutirico (GABAAR). Sin embargo, la desinhibicion promueve la ansiedad y la secrecion
epileptiforme. En otra realizacién, relacionada con los esfuerzos para desarrollar farmacos que potencian la memoria,
una alternativa a la ketamina como AD de accién rapida incluye agonistas inversos parciales de GABAa que contienen
ab.

GABAAR son canales idnicos heteropentaméricos dependientes de ligando. Se han identificado hasta la fecha,
diecinueve subunidades de receptores GABAAa. La mayoria de receptores GABAa contienen subunidades a, B y y2 en
una estequiometria 2:2:1. Las subunidades {3 dirigen la insercién de la membrana, mientras que las subunidades y2 y
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a adyacentes forman el sitio de las benzodiacepinas, un modulador alostérico de la apertura del canal. La identidad
de la subunidad a determina el perfil farmacolégico de este sitio. Los receptores que contienen subunidades a1, a2 o
a3 son potenciados por zolpidem, un agonista de benzodiacepinas de tipo 1, mientras que los receptores que
contienen subunidades a5 son esencialmente insensibles al zolpidem. Estudios recientes han demostrado que las
subunidades a1 median los efectos sedantes, anticonvulsivos y amnésicos de las benzodiacepinas preferentemente,
mientras que las subunidades a2 y a3 median sus efectos ansioliticos. Ademas de los agonistas ansioliticos de las
benzodiacepinas, hay una clase de farmaco, ejemplificado por las B-carbolinas, que actian como agonistas inversos
totales o parciales en el sitio de las benzodiacepinas para disminuir el la funciéon de los receptores GABAa. Los
agonistas inversos parciales ofrecen la ventaja de un intervalo de concentracion terapéutica mas amplio y una menor
probabilidad de producir ansiedad o secrecion epileptiforme, en realizaciones especificas de la divulgacion.

El ARNm de la subunidad a5 se expresa altamente en las células piramidales del hipocampo y la corteza (Allen Brain
Atlas) y los receptores GABAAa que contienen a5 estan localizados en las dendritas de las células piramidales CA1 del
hipocampo en sitios sinapticos y extrasinapticos. Debido a que la desinhibicion promueve la induccién de potenciacion
a largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés) y debido a su localizacién selectiva en el prosencéfalo, se estan
desarrollando farmacos que inhiben selectivamente los receptores que contienen a5 como potenciadores cognitivos.
Se ha demostrado, por ejemplo, que los agonistas inversos parciales de receptores GABAa que contienen a5 potencian
la adquisicion de memoria asociativa en tareas de aprendizaje dependientes del hipocampo.

Por lo tanto, en realizaciones particulares de la divulgacién uno o méas agonistas inversos parciales del sitio de union
a benzodiacepinas de receptores GABAA, particularmente aquellos que contienen una subunidad a5, producen una
rapida accion antidepresiva en las formas unipolares y bipolares de depresién y reducen la ideacion suicida al restaurar
la funcion normal de las sinapsis excitatorias. Tales consideraciones pueden caracterizarse, por ejemplo, utilizando un
modelo de depresidn en roedores con validez aparente, tedrica y prondstica, estrés crénico impredecible (CUS, por
sus siglas en inglés) para comparar las acciones de la administracion a corto plazo (24 horas) de los agonistas inversos
parciales selectivos de a5 (RO4938581, Ballard et al., 2009; MRK-016, Atack et al., 2009) y el agonista inverso no
selectivo (FG7142; Shansky et al., 2004) con las acciones de la ketamina administrada de forma aguda. La eficacia
antidepresiva de los agonistas inversos parciales de receptores GABAa que contienen la subunidad a5 se prueban
después in vivo utilizando las pruebas de preferencia por sacarosa y exploracién social (Am- at et al., 2010), por
ejemplo. También se podria determinar la capacidad de los agonistas inversos parciales de receptores GABAa que
contienen la subunidad a5 para revertir los marcadores electrofisiolégicos de la depresién inducida por estrés usando
analisis electrofisioldgicos y bioquimicos in vitro.

En realizaciones de la divulgacion, agonistas inversos parciales de receptores GABAa que contienen la subunidad a5
ejercen una accioén antidepresiva comparable a la de la ketamina (Ibrahim et al., 2012). En determinadas realizaciones,
los pacientes pueden someterse a una exploracién psiquiatrica convencional para determinar criterios DSM-IV para
episodios depresivos mayores. En realizaciones especificas, se proporciona al individuo una solucién salina que
comprende uno o mas de los agonistas, tal como infundido lentamente (aprox. 30-60 min), por ejemplo. Las pruebas
de evaluacion relacionadas con la depresion y otras, tal como la escala de Hamilton para la evaluacion de la depresion,
inventario de depresion de Beck, las escalas visuales analdgicas puntian como "alta" la intoxicacion y la escala breve
de evaluacion psiquiatrica, pueden administrarse de forma repetida; solo como ejemplo, pueden administrarse durante
un periodo de cuatro horas después de la administracion del farmaco y diariamente durante los siete dias siguientes.
La eficacia antidepresiva, asi como respuestas psicotomiméticas o ansiogénicas, se determina sobre los cambios en
las puntuaciones de las pruebas, en realizaciones especificas para mostrar la eficacia con un compuesto en particular.

Los estudios incluidos en el presente documento son los primeros en caracterizar la eficacia similar a un antidepresivo
de los agonistas inversos parciales de receptores GABAa que contienen la subunidad a5. el comienzo rapido de la
accion antidepresiva, mostrado usando modelos preclinicos establecidos, por ejemplo, es muy deseable desde una
perspectiva clinica y nunca se ha intentado con estos compuestos. Los estudios permiten demostrar que los agonistas
inversos parciales de receptores GABAa que contienen la subunidad a5 son utiles al menos como tratamiento para la
depresion.

lll. Afecciones médicas de la divulgacion

Existe una variedad de afecciones médicas en las que el tratamiento abarcado en esta divulgaciéon produce una
respuesta terapéutica beneficiosa. La afeccion médica puede diagnosticarse antes del tratamiento. En realizaciones
especificas, se sospecha que el individuo tiene la afeccion médica, esta en riesgo de tener la afeccion médica, ha
mostrado un comportamiento indicativo de la afeccion médica, tiene antecedentes personales o familiares de la
afeccion médica, etc. En determinadas realizaciones, los sintomas de la afeccién médica pueden superponerse con
los sintomas de otros tipos de afecciones médicas relacionadas.

En realizaciones especificas, existe eficacia clinica en cualquier afeccion en la que se estén utilizando actualmente
medicamentos antidepresivos, ya sea con aprobacién regulatoria 0 mediante un uso "extraoficial". Los ejemplos
especificos de afecciones médicas en las que los métodos y composiciones de la divulgacién son utiles incluyen, pero
sin limitacion, trastornos relacionados con la depresion (tales como trastorno depresivo mayor (MDD); distimia;
trastorno ciclotimico; trastorno afectivo estacional/depresion estacional; depresion después de una lesion cerebral
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traumatica; depresién posparto; trastorno disférico premenstrual; sintomas depresivos asociados con la menopausia;
depresion después de abuso/abstinencia de sustancias; trastorno bipolar; trastorno bipolar en remisién; y episodios
depresivos del trastorno bipolar); trastornos relacionados con la ansiedad (tal como trastorno de ansiedad
generalizada; trastorno obsesivo compulsivo; trastorno de control de impulsos; ansiedad asociada con la depresion;
episodios repetidos de ansiedad, aprension extrema o miedo a la interaccion social (fobia social); trastornos de panico;
sindrome de estrés postraumatico o trastorno de estrés postraumatico; y trastorno de ansiedad por separacion);
trastornos relacionados con la atencion (tal como trastorno por déficit de atencidon con hiperactividad; trastorno por
déficit de atencion con hiperactividad en adultos); trastornos relacionados con la psicosis (tales como esquizofrenia,
trastorno del espectro de la esquizofrenia; enfermedad depresiva psicética); trastornos alimentarios (tales como la
anorexia nerviosa; bulimia; obesidad); trastornos de la personalidad (tal como el trastorno de la personalidad por
evitacion; trastorno antisocial de la personalidad; trastorno limite de la personalidad; trastorno de conducta; trastorno
dependiente de la personalidad; trastorno depresivo de la personalidad; trastorno histrionico de la personalidad;
trastorno narcisista de la personalidad; trastorno negativista de la personalidad; trastorno obsesivo-compulsivo de la
personalidad; trastorno paranoide de la personalidad; trastorno esquizoide de la personalidad; trastorno esquizotipico
de la personalidad) y otras afecciones tales como alteracion de las facultades cognitivas después de una lesion
cerebral traumatica; dolor neuropatico; dolor crénico de musculos o huesos; complicaciones diabéticas que dan como
resultado lesiones nerviosas; ataque generalizado de debilidad muscular; episodios de suefio recurrentes durante el
dia; tratamiento y prevencién de la migrafia; y adicciéon a la nicotina. También, se pueden abordar cuestiones
relacionadas con el tratamiento, tal como la falta de cumplimiento de los tratamientos actuales e intolerancia a los
efectos secundarios de los tratamientos actuales. Las realizaciones de la divulgacién proporcionan una mejoria con
respecto a otras terapias en la técnica en los casos en los que el tratamiento de la divulgacion es eficaz con menos
dosis que otras terapias en la técnica.

En realizaciones particulares, se sabe que el individuo tiene o se sospecha que tiene MDD (que también se conoce
como depresion clinica, depresion mayor, depresion unipolar o trastorno unipolar; o como depresion recurrente en el
caso de episodios repetidos), que es un trastorno mental caracterizado por un estado de animo bajo generalizado y
constante que estd acompanado de una baja autoestima y de una pérdida de interés o placer en actividades
normalmente agradables. En realizaciones especificas, el individuo con MDD (o con otra afeccién médica) tiene
tendencias suicidas, aunque en realizaciones especificas la persona con tendencias suicidas no tiene depresion.
Como ejemplo, un individuo puede tener tendencias suicidas si tiene uno o mas de los siguientes atributos: depresion;
intentos de suicidio previos; preocupacion por la muerte; hacer declaraciones inquietantes o malhumoradas; hablar
abiertamente de querer suicidarse; haber desarrollado un plan de suicidio; haber adquirido los medios para llevar a
cabo un plan de suicidio; comportamiento de "simulacro”; establecer un tiempo para un intento de suicidio; lesiones
autoinfligidas, tal como cortes, quemaduras y/o golpes en la cabeza; participar en conductas de riesgo, tal como
conducir de forma imprudente, consumir farmacos y/o comportamientos sexuales de alto riesgo; hacer un testamento
o regalar sus posesiones favoritas; decir adiés de forma inapropiada, etc. En los casos en que el individuo tenga
depresion, puede ser unipolar o bipolar. El individuo puede tener una propensién a la depresién y/o pensamientos
suicidas debido a una predisposicion genética o familiar, por ejemplo, pero sin limitacion, tener el polimorfismo
Val66Met del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés) y/o el polimorfismo de la region
promotora SHTLPPR del gen transportador.

En realizaciones especificas, la afeccion que se esta tratando con métodos y composiciones abarcados por la
divulgacion se considera resistente al tratamiento con tratamientos previamente existentes para la depresion (incluidos
SSRI, SNRI y/o TCA, por ejemplo), tal como MDD resistente al tratamiento, por ejemplo.

Aunque en realizaciones particulares la afeccion médica se diagnostica antes del tratamiento, en otras realizaciones,
el individuo se trata sin un diagnéstico formal de la afeccién, tal como en los casos en que un socorrista, respondedor
médico, miembro de la familia, trabajador del hospital, o asi sucesivamente, considera que el tratamiento esta
justificado. El individuo puede tratarse o no en un centro médico. En realizaciones especificas, el individuo padece
depresion, ha tenido una o mas conmociones cerebrales u otra lesién cerebral, esta siendo tratado con una terapia
(tal como un farmaco) que tiene como efecto secundario el suicidio y/o la depresion, abusa del alcohol u otros farmacos
recetados o recreativos, es victima de abuso mental y/o sexual, una combinacién de los mismos, etc. El individuo
puede ser un atleta profesional que ha tenido una o mas conmociones cerebrales, como ejemplo. El individuo puede
estar actualmente en el ejército o puede haber estado en el ejército. El individuo puede ser de cualquier raza, sexo o
edad.

En realizaciones especificas, se considera que el tratamiento para el individuo es eficaz en un periodo de tiempo mas
corto que los tratamientos conocidos para la afeccion. Por ejemplo, en el caso de composiciones de la divulgacién, el
individuo puede tener un efecto terapéutico a los minutos, horas, dias 0 semanas de la primera administracion. En
realizaciones particulares, al individuo se le administra la composicién o composiciones terapéuticas una vez o mas
de una vez. En realizaciones especificas, hay uno o mas efectos terapéuticos con la composicion de la divulgacién no
mas de dias, horas o minutos después de la primera administracion. Por ejemplo, el efecto terapéutico puede tener
lugar no mas de 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 dia después de la primera administracion. El efecto
terapéutico no puede tener lugar no mas de 96, 72, 48, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8,
7,6,5,4, 3,20 1 hora después de la primera administracion. El efecto terapéutico puede tener lugar no mas de 60,
59, 58, 57, 56, 55, 54, 53, 52, 51, 50, 49, 48, 47, 46, 45, 44, 43, 42, 41, 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30, 29,
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28, 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 minuto después de la
primera administracion. Un efecto terapéutico puede comprender una situacion en la que el individuo ya no quiere
suicidarse, o tiene un deseo reducido de suicidarse, o esta teniendo dudas acerca de suicidarse, o ahora no esta
seguro de suicidarse, por ejemplo. Un efecto terapéutico puede comprender cuando un individuo ya no tiene depresion
o cuando el individuo esta menos deprimido o tiene menos sintomas de depresion o tiene periodos de tiempo mas
largos entre estados de animo depresivos, por ejemplo.

IV. Composiciones de la divulgacién

En realizaciones especificas de la divulgacion, se puede emplear una o mas composiciones para el tratamiento de
una o mas afecciones médicas en las que la modulacién del receptor GABAAa es terapéuticamente eficaz para la o las
afecciones. En realizaciones especificas, el receptor GABAa comprende una subunidad alfa5. Aunque en realizaciones
particulares cualquier afeccion de este tipo es tratable, en realizaciones especificas, la afeccién tiene depresiéon o
tendencias suicidas como al menos un sintoma. En realizaciones particulares, la administracién de una o mas
composiciones de la divulgacion al individuo proporciona el tratamiento de la afeccién o la prevencion de la afeccion
y/o reduce la aparicion de la afeccion y/o reduce la gravedad de uno o mas sintomas de la afeccion.

En realizaciones especificas, la composicion utilizada para los métodos de la divulgaciéon incluye uno o mas
moduladores negativos del receptor GABAAa. La expresion de moduladores negativos del receptor GABAa, como se
usa en la presente divulgacion, puede referirse a compuestos que disminuyen la actividad del receptor GABAA,, p. €j.,
bloqueando o reduciendo la entrada de iones cloruro a través del poro del GABAAR (es decir bloqueadores de canales)
y/o bloqueando o reduciendo la unién de un agonista al GABAAR (es decir, antagonistas de GABAaR) y/o bloqueando
o reduciendo un efecto de un agonista sobre el GABAAR (es decir, moduladores alostéricos negativos). Un bloqueador
del canal GABAAR ilustrativo es la picrotoxina. Los agonistas de GABA&R ilustrativos incluyen bicuculina y
pentilentetrazol. Un bloqueador del canal GABAAR ilustrativo es la picrotoxina. Los moduladores alostéricos negativos
de GABA=R ilustrativos incluyen agonistas inversos del receptor de benzodiacepinas selectivos y no selectivos.

Ejemplos de moduladores negativos del receptor GABAA son los siguientes:

1. Moduladores alostéricos negativos que actdan en el sitio de unidn a benzodiacepinas. Las subunidades beta dirigen
la insercidn de la membrana, mientras que las subunidades gamma2 y alfa adyacentes forman el llamado sitio de las
benzodiacepinas, un modulador alostérico de la apertura del canal. La identidad de la subunidad a determina el perfil
farmacolégico de este sitio. Los GABAAR que contienen subunidades alfal, alfa2 o alfa3 estan potenciados por
zolpidem, un agonista de benzodiacepinas de tipo 1, mientras que los GABAAR que contienen subunidades alfa5 son
esencialmente insensibles a zolpidem (Burgard et al., 1996). Estudios recientes han demostrado que las subunidades
al median los efectos sedantes, anticonvulsivos y amnésicos de las benzodiacepinas preferentemente, mientras que
las subunidades alfa2 y alfa3 median sus efectos ansioliticos (Rudolph et al., 1999; Mohler et al., 2002), Ademas de
los agonistas ansioliticos de las benzodiacepinas, existe una clase de farmacos, ejemplificada por las B-carbolinas que
actlan como agonistas inversos totales o parciales en el sitio de las benzodiacepinas para disminuir la funcion del
GABAAR. Los agonistas inversos parciales ofrecen la ventaja de un intervalo de concentracion terapéutica mas amplio
y una menor probabilidad de producir ansiedad o secrecion epileptiforme, en realizaciones especificas.

El ARNm de la subunidad alfa5 se expresa altamente en las células piramidales del hipocampo y la corteza (Allen
Brain Atlas) y los GABAAR que contienen alfa5 estan localizados en las dendritas de las células piramidales CA1 del
hipocampo (Fritschy and Mohler, 199S; Wainwright et al., 2000) en sitios sinapticos y extrasinapticos (Serwanski et al.
2006). Debido a que la desinhibicion promueve la induccidon de potenciacion a largo plazo (LTP, por sus siglas en
inglés) y debido a su localizacion selectiva en el prosencéfalo, se estan desarrollando farmacos que inhiben
selectivamente los receptores que contienen alfab como potenciadores cognitivos (Ballard et al., 2009). Se ha
demostrado, por ejemplo, que los agonistas inversos parciales de los GABAAR que contienen a5 potencian la
adquisicion de memoria asociativa en tareas de aprendizaje dependientes del hipocampo (Collinson et al., 2002).

Los ejemplos representativos de agonistas inversos del sitio de unién a benzodiacepinas son los siguientes:
General, no selectivo de subunidades: sarmazenil, beta-carbolinas, S-8510, DMCM, FG 7142.

Selectivo de subunidad alfa5: la clase de compuestos de imidazo[1,5-a] [1,2,4] -triazolo[1,5-d] [1,4]benzodiacepinas
(tales como RO4882224, RO4938581, L-655,708), la clase de compuestos de triazoloftalazinas (tal como a5lA), la
clase de compuestos de 7,8,9,10-tetrahidro-(7,10-etano)-1,2,4-triazolo[3,4-a]ftalazinas, la clase de compuestos de
pirazolotriazinas (tal como MRK-016), la clase de compuestos de 6,7-dihidro-2-benzotiofen-4 (5H)-ona, 6,6-dimetil-3-
(2-hidroxietil)tio-1-(tiazol-2-il)-6,7-dihidro-2-benzotiofen-4(5H)-ona, la clase de compuestos de 3,4-dihidronaftalen-
1(2H)-ona, (3-terc-butil-7-(5-metilisoxazol-3-il)-2-(1-metil-1H-1,2,4-triazol-5-ilmetoxi)pirazolo[1,5-d] [1,2,4 ] triazinas, la
clase de compuestos de 3-fenil-5-arilpiridazinas, Ro 15-4513, RY-010, RY-023, RY-024, RY-080 y RG1662.

2. Moduladores alostéricos negativos que actdan en el sitio de unién a esteroides barbitdricos. Los barbitiricos son
farmacos que se desarrollaron originalmente por sus propiedades sedantes. Actian como moduladores alostéricos
positivos de los GABAAR para aumentar la eficacia de GABA mediante un aumento en el tiempo de apertura del canal.
Se cree que los barbituricos se unen en la interfaz entre una subunidad a y $ del GABAAR (Sieghart et al., 2012). Los
barbitiricos a concentraciones supraclinicas también pueden abrir directamente el canal en ausencia de GABA.
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Aunque todavia no se han descrito moduladores alostéricos negativos que actian en este sitio, en realizaciones
especificas, ejercen acciones antidepresivas y pueden ser o no selectivos para los receptores que contienen
subunidades alfabs.

3. Moduladores alostéricos negativos que actlan en el sitio de unién a esteroides neuroactivos. Los esteroides
neuroactivos son compuestos endégenos que pueden sintetizarse en el cerebro a partir del colesterol o precursores
de esteroideos o por metabolismo de esteroides suprarrenales o esteroides gonadales, tal como la testosterona
(Mellon y Griffin, 2002). Los ejemplos de esteroides neuroactivos incluyen pregnenolona y dehidroepiandrosterona,
sus sulfatos y sus metabolitos reducidos. La alopregnanolona y la tetrahidrodesoxicorticosterona son moduladores
alostéricos positivos de las corrientes de cloruro mediadas por GABAAR, mientras que el sulfato de pregnenolona y el
sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA, por sus siglas en inglés) son moduladores alostéricos negativos. Los
esteroides neuroactivos se unen a la subunidad delta del GABAAR, que se expresa de manera fuerte en el prosencéfalo
y el estriado ventral; regiones del cerebro implicadas en la génesis de la depresion. Existe evidencia de que el
embarazo se asocia con disminuciones en la expresion de subunidades delta y con la elevacion de los niveles de
neuroesteroides (Maguire et al., 2009), en realizaciones especificas que implican la desregulacion en sus interacciones
como un factor que contribuye a la depresion posparto.

Se han desarrollado farmacos para imitar los efectos alostéricos positivos de los esteroides neuroactivos y se utilizan
clinicamente como sedantes y anestésicos, tal como alfaxolona, alfadolona, hidroxidiona y minaxolona. Debido a la
presencia de esteroides neuroactivos enddgenos en el cerebro, también se puede predecir que un antagonista de este
sitio debilite la inhibicion mediada por GABAAR. Debido a que algunos inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina (SSRI), tal como fluoxetina, se informa que elevan los niveles de esteroides neuroactivos endégenos en el
cerebro (Pinna et al., 2006), en realizaciones especificas, un antagonista en este sitio también amplifica los efectos de
tales SSRI. Los farmacos que interactian en este sitio son utiles en el tratamiento de la depresion posparto, en
realizaciones especificas.

4. Antagonistas competitivos del GABAAR. Se han desarrollado numerosos compuestos que actdan para bloquear la
unidon de GABA al GABAaAR de manera competitiva. Un ejemplo bien conocido es la bicuculina. Los antagonistas
competitivos disminuyen la capacidad del GABA liberado sinapticamente para activar el canal. Los miembros potentes
de esta clase de compuestos reducen tanto la inhibicion que con frecuencia se utilizan para provocar descargas
epileptiformes en estudios preclinicos. Una accion proconvulsiva deberia minimizarse en gran medida para que un
miembro de esta clase de compuestos sea clinicamente Util, sin embargo, es util un antagonista con baja afinidad, en
determinadas realizaciones.

Ejemplos representativos de antagonistas de GABAAR son los siguientes: picrotoxina, bilobalida, pentilenetetrazol,
tuyona y ginkgolida B.

5. Moduladores negativos que acttian en el poro del canal GABAAR. Se han desarrollado numerosos compuestos que
actian para bloquear el flujo de iones Cl a través del poro del GABA.AR. Debido a que no compiten con GABA en su
receptor en el canal, se les conoce como antagonistas no competitivos (NCA, por sus siglas en inglés). El ejemplo
mas conocido es la picrotoxinina, que también es altamente epileptogénico. Los farmacos activos en este sitio se
utilizan ampliamente como insecticidas y actuan bloqueando fisicamente el canal, aunque no se ha descartado la
modulacion alostérica. La subunidad 33 puede ser particularmente relevante para la union de NCA (Chen et al., 2006).
Los bloqueadores de baja afinidad serian utiles para la utilidad clinica.

6. Otros moduladores negativos. La nicotinamida y compuestos relacionados, asi como agonistas inversos y
antagonistas del sitio de unién a propofol del GABAAR, son moduladores negativos Utiles de la inhibicion mediada por
GABAAR, en realizaciones especificas.

Por lo tanto, en realizaciones especificas, se utilizan uno o mas moduladores negativos de los receptores GABAa, ya
sea actuando alostéricamente, bloqueando el canal, o bloqueando el receptor del propio GABA, en los métodos
terapéuticos de la divulgacion, por ejemplo, para producir una accién antidepresiva fuerte en formas unipolares y
bipolares de depresion, en trastorno de estrés postraumatico y en depresién posparto, elevando el estado de animo
y/o reduciendo la ideacion suicida. En realizaciones especificas, el mecanismo de accion de estos compuestos es un
fortalecimiento de las sinapsis excitatorias que se debilitan patolégicamente en pacientes deprimidos. En realizaciones
especificas, estos compuestos actiuan mas rapidamente que los antidepresivos convencionales, tales como inhibidores
de la recaptacion y catabolismo de neurotransmisores monoaminicos. En realizaciones particulares, la depresion es
el resultado de un debilitamiento patolégico de las sinapsis excitatorias en multiples regiones del cerebro que afecta a
la funcién de los circuitos de recompensa en el mesencéfalo ventral, y los métodos de la divulgacién proporcionan una
terapia que aborda este evento fisiologico.

En una realizacion de esta divulgacion, los moduladores negativos de GABAAR se administran solos a una dosis
terapéuticamente eficaz. En otra realizacion, los moduladores negativos de GABAAR se administran en una dosis
terapéuticamente eficaz junto con uno o mas tratamientos antidepresivos convencionales. En esta realizacion, el o los
antidepresivos convencionales se pueden administrar (por ejemplo, por via oral) con los regimenes de dosificacion
estandar aprobados por la FDA.
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En una realizacién de la divulgacién, los moduladores negativos de GABAAR se administran a una dosis
terapéuticamente eficaz, fija o variable, durante un periodo de tiempo ilimitado para tratar la depresion y afecciones
relacionadas. En realizaciones especificas, a un individuo se le proporciona un régimen de dosificacion inicial que
tiene una dosis mas fuerte del tratamiento que un régimen de dosificacion posterior que tiene una dosis que es menor
que la dosis inicial. En algunas realizaciones, a un individuo se le proporciona un régimen de dosificacién inicial que
tiene una dosis menor del tratamiento que un régimen de dosificacidon posterior que tiene una dosis que es mayor que
la dosis inicial.

En una realizacion de la divulgacién, Los moduladores negativos de GABAAR se administran en una dosis
terapéuticamente eficaz en un nimero limitado de ocasiones (p. €j., una vez por semana o una vez cada 2-3 dias)
durante un periodo de tiempo limitado (p. ej., 1-4 meses). El modulador puede administrarse 1, 2, 3 0 4 o mas veces
al dia durante un periodo de tiempo particular, tal como 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 0 mas semanas, 0 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11, 12 o mas meses. Los tratamientos antidepresivos convencionales se pueden administrar de forma
continua, segun los regimenes de dosificacion actuales aprobados por la FDA y otras autoridades reguladoras. El
estado depresivo del individuo puede o no determinarse durante el curso del tratamiento.

En realizaciones especificas, un modulador negativo de GABAAR actua sobre alfa 5 pero también actua sobre otras
subunidades del GABAAR.

En realizaciones particulares, se utilizan uno o mas analogos o derivados de un modulador negativo de GABAAR. Un
experto en la materia reconoce cdmo modificar un modulador y probar su actividad en métodos descritos en otra parte
en el presente documento, tal como en modelos en ratones.

En determinadas realizaciones, la formulacién del uno o mas moduladores se adapta a las necesidades del individuo.
Por ejemplo, en los casos en que un individuo tenga un problema de depresién crénica, la formulacion puede necesitar
ser tal que la cantidad en el individuo se mantenga en una meseta, sin embargo, el modulador para un individuo con
depresion severa inminente y/o suicidio puede necesitar formularse para que ingrese rapidamente al torrente
sanguineo.

V. Terapia de combinacion

En determinadas realizaciones, los métodos de la presente divulgacion para aspectos clinicos se combinan con otros
agentes eficaces en el tratamiento de una o mas afecciones médicas abarcadas por la divulgacion. La terapia de la
presente invencion puede preceder o seguir al tratamiento con otro agente en intervalos que varian de minutos a dias,
a semanas, por ejemplo. En realizaciones en las que el otro agente y composicion o composiciones de la presente
divulgacion se administran por separado al individuo, habria que asegurarse, en general, de que no pasara un periodo
de tiempo significativo entre el momento de cada suministro, de manera que el agente y la terapia de la invencién
todavia podrian ejercer un efecto combinado ventajoso sobre la célula. En dichos casos, se contempla que se puede
poner en contacto la célula con ambas modalidades dentro de aproximadamente las 0-24 horas entre si y, en
realizaciones especificas, dentro de aproximadamente 6-12 h, 1-6 h, menos de una hora, 1-12 h, 1-3 h, 0 1-24 h entre
si. En algunas situaciones, puede ser deseable prolongar el periodo de tiempo para el tratamiento de manera
significativa, sin embargo, cuando transcurren de varios dias (2, 3, 4, 5, 6 0 7) a varias semanas (1, 2, 3,4, 5,6, 7 u
8) entre las administraciones correspondientes. En realizaciones especificas, los ciclos de tratamiento se repetiran
segun sea necesario.

En determinadas realizaciones, se proporciona una terapia adicional al individuo al inicio del tratamiento con métodos
y/o composiciones de la divulgacién, aunque la terapia adicional se puede proporcionar antes, durante y/o después
del comienzo del tratamiento con métodos y/o composiciones de la divulgacién. En algunos casos, el individuo puede
suspender el tratamiento con los métodos y/o composiciones de la divulgacion una vez que se le ha administrado una
terapia adicional al individuo, incluso durante un periodo de tiempo tal que la terapia adicional pueda ser eficaz.

En realizaciones particulares, se proporcionan al individuo una o mas terapias adicionales distintas de las abarcadas
por la divulgacion y ademas de las mismas. La terapia adicional puede ser para la depresion, tendencias suicidas, etc.
A continuacién se proporcionan ejemplos de farmacos y tratamientos antidepresivos convencionales, y uno o mas de
estos pueden emplearse con las composiciones de la divulgacion. Las dosis son mg/dia por via oral (p.0.) a menos
que se indique lo contrario.

Los inhibidores de la monoaminooxidasa (MAOQI) incluyen selegilina -1,25-12 mg/dia; tranilcipromina 10-60 mg/dia;
moclobemida 100-600 mg/dia (MAOI reversible, aprobado fuera de EE. UU.); fenelzina 15-90 mg/dia; isocarboxazida;
y una combinacion de los mismos.

Los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRi) incluyen Citalopram 10-20 mg/dia; escitalopram 10-

20 mg/dia; fluoxetina 10-40 mg/dia o 90 mg/semana de liberacion lenta; paroxetina 10-40 mg/dia; pertralina 25-200
mg/dia; fluvoxamina 50-300 mg/dia; y una combinacién de los mismos.
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Los inhibidores selectivos de la recaptacion serotoninérgicos y noradrenérgicos (SSRI/SNRI) incluyen venlafaxina XR
37,5-225 mg/d; desvenlafaxina 50-100 mg/dia; duloxetina 20-120 mg/dia; milnacipran 12,5-200 mg/dia;
levomlinacipran; amoxaplna; protriptilina; nefazodona (antagonista moderado de los receptores 5HT-2 y alfal-
adrenérgicos); y una combinacion de los mismos.

Los estimulantes (uso extraoficial) incluyen metilfenidato 2,5-20 mg/dia por via oral o 10-30 mg por via transdérmica;
modafinilo 100-400 mg; y una combinacién de los mismos.

Ejemplos de antagonistas de los receptores de glutamato de tipo NMDA incluyen ketamina 6,5-13 mg/kg por inyeccion
intramuscular o 1-4,5 mg/l < g por via intravenosa; lanicemina (también conocida como AZD6765 o AR-R15896AR);
memantina 5-20 mg/dia; amantadina 100-200 mg/dia; metoxetamina 6-10 mg/kg (NMDAR vy recaptacion de
serotonina); riluzol 50 mg/dia; y una combinacién de los mismos.

Los ejemplos de antidepresivos triciclicos (TCA) incluyen desipramina 10-150 mg/dia; nortriptilina 10-100 mg/dia;
Amitriptilina 20-300 mg/dia; Clomipramina 25-250 mg/dia; Doxepina 10-300 mg/dia; Imipramina 30-300 mg/dia;
Melitracen 10-225 mg/dia; Amineptina 25-250 mg/dia; Opipramol 50-300 mg/dia; Tianeptina 12,5-75 mg/dia;
Trimipramina 25-300 mg/dia; y una combinacién de los mismos.

Ejemplos de otros medicamentos incluyen atomoxetina 40-100 mg/dia (solo recaptacién de norepinefrina selectiva de
Strattera); Bupropion 75q12h o 150-300/dia; Buspirona (extraoficial) 10-30 mg/dia en multiples dosis; Hypericum
perforatum (hierba de San Juan extraoficial) 300-3600 mg/dia; Lamotrigina XR 25-200 mg/dia; mirtazapina 7,5-45
mg/dia; trazadona 25-400 mg/dia; L-triyodotironina (extraoficial) 25-50 microgramos/dia; vilazodona 10-40 mg/dia;
dexanabinol (HU-211) 150 mg IV (inmunomodulador derivado de cannabinoides y antagonista de NMDAR) quetlapina
(antipsicotico atipico); ariprazol (antipsicotico atipico; usado con frecuencia en combinacion con otros medicamentos);
y una combinacion de los mismos.

Las combinaciones de farmacos de uso comun incluyen clordiazepéxido/amitriptilina; fluoxetina/oianzapina; y
perfenazina/amitri, y se pueden emplear una o mas de las combinaciones con las composiciones de la divulgacion

Otras intervenciones incluyen la terapia electroconvulsiva (ECT, por sus siglas en inglés), unilateral o bilateral;
estimulacion magnética transcraneal (TMS, por sus siglas en inglés) o terapia TMS repetitiva (rTMS); psicoterapia (tal
como, pero sin limitacién, la terapia de resolucion de problemas; terapia cognitiva conductual; psicoterapia
interpersonal; intervenciones psicosociales (centradas en la familia, terapias de ritmos interpersonales y sociales) y
terapia de adaptacién a problemas (PATH, por su siglas en inglés), y se pueden emplear una o mas de las
intervenciones con composiciones de la divulgacion.

Puede emplearse la terapia de ejercicio (que se centra en la activacién conductual, un concepto central de la terapia
cognitiva-conductual) y se pueden emplear uno o mas tipos de ejercicio con las composiciones de la divulgacion.

VI. Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion comprenden una cantidad eficaz de una o mas
composiciones como se divulga en el presente documento disueltas o dispersadas en un transportador
farmacéuticamente aceptable. Las oraciones "farmacéuticamente" o "farmacolégicamente aceptable” se refieren a
entidades y composiciones moleculares que no producen una reaccion adversa, alérgica o negativa distinta cuando
se administran a un animal, tales como, por ejemplo, un ser humano, segin sea adecuado. La preparacion de una
composicion farmacéutica que en algunos casos contiene al menos un modulador negativo de un receptor GABAa de
la invencion, y en algunos casos un principio activo adicional, seran conocidos por los expertos en la materia a la luz
de la presente divulgacion, tal como se ejemplifica por Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing
Company, 1990, incorporado por referencia en el presente documento. Por otra parte, para la administracion a
animales (p. €j., seres humanos), se entendera que las preparaciones deben cumplir con la esterilidad, pirogenicidad,
estandares generales de seguridad y pureza segun las exigencias de las normas de la Oficina de normas bioldgicas
de la FDA.

Como se usan en el presente documento, "transportador farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (por ejemplo, agentes
antibacterianos, agentes antifingicos), agentes isotonicos, agentes de retardo de la absorcion, sales, conservantes,
farmacos, estabilizadores de farmacos, geles, aglutinantes, excipientes, agentes de disgregacion, lubricantes, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, colorantes, tales como materiales y combinaciones de los mismos, como sabria
un experto en la materia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company,
1990, pags. 1289-1329, incorporado por referencia en el presente documento). Excepto en la medida en que cualquier
transportador convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las composiciones
terapéuticas o farmacéuticas.

La o las composiciones pueden comprender diferentes tipos de transportadores dependiendo de si se va a administrar
en forma sdlida, liquida o de aerosol, y si deben ser estériles para dichas vias de administracién tal como inyeccién.
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La presente invencion puede administrarse por via intravenosa, por via intradérmica, por via intraarterial, por via
intraperitoneal, por via intralesional, por via intracraneal, por via intraarticular, por via intraprostatica, por via
intrapleural, por via intratraqueal, por via intranasal, por via intravitrea, por via intravaginal, por via intrarrectal, por via
tépica, por via intratumoral, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via subcutanea, por via subconjuntival,
por via intravesicular, por via mucosa, por via intrapericardica, por via intraumbilical, por via intraocular, por via oral,
por via tépica, por via local, inyeccion, infusion, infusion continua, perfusién localizada que riega células diana
directamente, mediante un catéter, mediante un lavado, en composiciones lipidicas (p. ej., liposomas), como un
aerosol o por otro método o cualquier combinacién de los anteriores, como sabria un experto en la materia (véase,
por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990, incorporado por referencia
en el presente documento).

La cantidad de dosis real de una composicion de la presente invencion administrada a un individuo puede determinarse
por factores fisicos y fisiologicos tales como el peso corporal, la gravedad de la afeccién, el tipo de enfermedad a
tratar, intervenciones terapéuticas previas o simultaneas y la via de administracion. El médico responsable de la
administracion, en todo caso, determina la concentracion de principio activo (o principios activos) en una composicion
y la dosis adecuada para el sujeto individual.

En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas pueden comprender, por ejemplo, al menos
aproximadamente el 0,1 % de una composicion. En otras realizaciones, el compuesto activo puede comprender entre
aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 75 % del peso de la unidad, o entre aproximadamente el 25 % y
aproximadamente el 60 %, por ejemplo y cualquier intervalo derivado de los mismos. En otros ejemplos no limitantes,
una dosis también puede comprender de aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal, 0,5 mg/kg de peso corporal,
1 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal,
aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 40
mg/kg de peso corporal, aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 75 mg/kg de peso corporal,
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 200 mg/kg de peso corporal, aproximadamente
350 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 500 mg/kg de peso corporal, aproximadamente 750 mg/kg de peso
corporal, a aproximadamente 1000 mg/kg de peso corporal o mas por administracion y cualquier intervalo que pueda
derivarse a partir de los mismos. En ejemplos no limitantes de un intervalo derivable de los numeros enumerados en
el presente documento, un intervalo de aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg
de peso corporal, etc., puede administrarse, basandose en los numeros descritos anteriormente. En determinadas
realizaciones de la invencién, se contemplan diversos mecanismos de dosificaciéon. Por ejemplo, la composicion se
puede administrar una o mas veces al dia, una o mas veces a la semana, o una 0 mas veces al mes y asi
sucesivamente.

En cualquier caso, la composicion puede comprender varios antioxidantes para retardar la oxidacion de uno o mas
componentes. Adicionalmente, la prevencion de la acciéon de los microorganismos puede lograrse mediante
conservantes tal como diversos agentes antibacterianos y antifungicos, incluyendo, pero sin limitacion, parabenos (por
ejemplo, metilparabenos, propilparabenos), clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal o combinaciones de los
mismos.

La composicion puede formularse en forma de base libre, neutra o en forma de sal. Las sales farmacéuticamente
aceptables incluyen las sales formadas con los grupos carboxilo libres derivados de bases inorganicas tal como, por
ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férricos; o bases organicas, tales como isopropilamina,
trimetilamina, histidina o procaina.

En realizaciones donde la composicion esta en forma liquida, un transportador puede ser un disolvente o medio de
dispersidon que comprende, pero sin limitacion, agua, etanol, poliol (p.€j., glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido,
etc.), lipidos (p. €j., triglicéridos, aceites vegetales, liposomas) y combinaciones de los mismos. La fluidez adecuada
puede mantenerse, por ejemplo, usando un recubrimiento, tal como lecitina; mediante el mantenimiento del tamafio
de particulas requerido por dispersion en transportadores tales como, por ejemplo, poliol liquido o lipidos; mediante el
uso de tensioactivos tal como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa; o combinaciones de los mismos dichos métodos. En
muchos casos, se preferird incluir agentes isoténicos, tales como, por ejemplo, azucares, cloruro de sodio o
combinaciones de los mismos.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando la presente invencion en la cantidad necesaria del
disolvente apropiado con diferentes cantidades de los otros ingredientes diferentes enumerados anteriormente, segun
sea necesario, seguido de esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando los
diferentes principios activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio basico de dispersién y/o los
otros ingredientes. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones, suspensiones o emulsiones
inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son técnicas de secado al vacio o criodesecaciéon que
producen un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de un medio liquido
esterilizado por filtracion del mismo. El medio liquido debe estar tamponado de manera adecuada en caso necesario
y el diluyente liquido se hara isoténico primero, antes de la inyeccion con suficiente solucion salina o glucosa. También
se contempla la preparacion de composiciones altamente concentradas para inyeccion directa, donde se prevé el uso
de DMSO como disolvente para dar como resultado una penetracion extremadamente rapida, suministrando altas
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concentraciones de los principios activos en un area pequena.

La composicién ha de ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y conservarse contra la accion
contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. Se apreciara que la contaminacion por endotoxinas
debe mantenerse al minimo en un nivel seguro, por ejemplo, menos de 0,5 ng/mg de proteina.

En realizaciones particulares, puede lograrse la absorcion prolongada de una composicion inyectable mediante el uso
en las composiciones de agentes que retrasen la absorcion, tales como, por ejemplo, monoestearato de aluminio,
gelatina o combinaciones de los mismos.

VII. Kits de la divulgacion

Cualquiera del uno o mas moduladores negativos de las composiciones de receptores GABAa abarcadas en el
presente documento pueden estar incluidas en un kit y se alojan en un recipiente adecuado. Los kits comprenderan
asi, en un recipiente adecuado, una o0 mas composiciones y, en algunos casos, un agente adicional de la presente
invencion. En algunos casos, existen uno o mas agentes distintos a los de la composicion de la divulgacion que se
incluyen en el kit, tales como uno o mas agentes diferentes para el tratamiento de la depresién o tendencias suicidas.
En realizaciones particulares, existe un aparato o cualquier tipo de medio para el diagndéstico de depresién y/o
tendencias suicidas.

Los componentes de los kits pueden envasarse bien en medios acuosos o en forma liofilizada. El recipiente de los kits
generalmente incluira al menos un vial, tubo de ensayo, matraz, frasco, jeringa u otro recipiente, en el que se puede
colocar un componente y preferentemente, distribuir en alicuotas adecuadamente. Cuando existe mas de un
componente en el kit, el kit también puede contener generalmente un segundo, tercer u otro recipiente adicional en
los que los componentes adicionales se pueden colocar por separado. Sin embargo, en un vial pueden estar
comprendidas diferentes combinaciones de componentes. Los kits de la presente divulgaciéon también incluiran
generalmente un medio para contener la composicién, agente adicional y cualquier otro recipiente de reactivos en
aislamiento cerrado para su venta comercial. Tales recipientes pueden incluir recipientes de plastico moldeados por
inyeccion o soplado en los que se conserven los viales deseados.

Las composiciones también pueden formularse en una composicion inyectable. En cuyo caso, el recipiente puede ser
una jeringa en si mismo, una pipeta y/u otro aparato similar, a partir del cual la formulacién puede aplicarse a un area
infectada del cuerpo, inyectarse en el individuo y/o incluso aplicarse y/o mezclarse con los otros componentes del kit.
Sin embargo, los componentes del kit pueden proporcionarse como polvo o polvos secos. Cuando los reactivos y/o
componentes se proporcionan como un polvo seco, el polvo se puede reconstituir mediante la adicién de un disolvente
adecuado. Se prevé que el disolvente también se pueda proporcionar en otro recipiente. El kit puede configurarse de
manera que se pueda usar facilmente dentro o fuera de un centro médico, incluso en publico, en una ambulancia, en
un hogar o en una escuela, por ejemplo.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar de forma mas completa las realizaciones preferidas de la
divulgacion. No deberian, de ninguna manera, sin embargo, interpretarse como limitantes del amplio alcance de la
divulgacion.

EJEMPLO 1
MODULADOR NEGATIVO DE GABAAR EN MODELO PARA DEPRESION

Utilizando un modelo de depresién en roedores con validez aparente, tedrica y prondstica, estrés cronico impredecible
(CUS), se demuestra que la administracién a corto plazo (24 h) de un modulador negativo de GABAAR tiene una
eficacia similar a la de un antidepresivo en este modelo. Especificamente, un agonista inverso parcial de GABAAR que
contienen la subunidad a5, L-655,708, restaura el comportamiento de ratas previamente sometidas a CUS durante 3-
6 semanas al comportamiento observado en ratas de control sin estrés tanto en la prueba de preferencia por sacarosa
como en las pruebas de interaccion social (Amat et al., 2010; Willner et al., 1987). Coherente con las opiniones
ampliamente difundidas en el campo, la restauracion de la preferencia por sacarosa indica que el compuesto ha
revertido la anhedonia inducida por estrés, un sintoma principal de la depresién en seres humanos.

En determinadas realizaciones, otros agonistas inversos parciales selectivos de a5 (RO4938S81, Ballard et al., 2009;
MRK-016, Atack et al., 2009) y un agonista inverso no selectivo (FG7142; Shansky et al., 2004) ejercen acciones
similares. Coherente con los hallazgos anteriores, no hay evidencia de un aumento de ansiedad en la prueba de campo
abierto con L-655,708. Se puede determinar si la administracion de agonistas inversos parciales de los receptores
GABAA que contienen la subunidad a5 pueden revertir los marcadores electrofisioldgicos de la depresion inducida por
estrés (disminucion de la expresion de GluAl, disminucién de las relaciones AMPA:NMDA, respuestas prolongadas a
agonistas de 5-HT1BR) que se describen en otra parte (Cai et al., 2013; Kallarackal et al., 2013), utilizando analisis
electrofisiolégicos y bioquimicos in vitro.
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Dado que los agonistas inversos parciales de GABAAR que contienen la subunidad a5 ejercen una accion
antidepresiva en estudios con animales, comparables a los mostrados por otros para la ketamina (Ibrahim et al., 2012),
en realizaciones especificas, muchos otros compuestos que debilitan la inhibicidn sinaptica mediada por GABAAR en
los circuitos de recompensa del prosencéfalo y el hipocampo demuestran una eficacia similar en un entorno clinico en
seres humanos. En realizaciones particulares, los compuestos pueden ser activos por via oral y/o autoadministrados,
pero se puede infundir por via intravenosa, por ejemplo. En realizaciones especificas, los individuos muestran una
mejora en uno 0 mas ensayos convencionales de depresion, tal como la escala de Hamilton para la evaluacion de la
depresion, el inventario de depresion de Beck y/o la escala breve de evaluacion psiquiatrica, por ejemplo. La eficacia
antidepresiva, asi como los posibles efectos secundarios negativos, tal como psicotomimético de respuestas
ansiogénicas, puede ser facilmente aparente a partir de cambios en las puntuaciones de las pruebas. Se puede
determinar en animales o seres humanos cuanto tiempo continuaria la mejora después de la administracion con la
cumplimentacion repetida de cuestionarios clinicos ampliamente utilizados (por ejemplo, la Escala de Hamilton de
evaluacion para la depresion, la escala de Montgomery-Asberg de evaluacion de la depresion etc.), por ejemplo.

EJEMPLO 2
MODULADOR NEGATIVO DE GABAAR Y TRATAMIENTO DE LA DEPRESION

La depresion es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en todo el mundo. La depresion grave afecta
hasta al 5% de la poblacién de EE. UU., mientras que el 20 % padece formas mas leves (Nestler et al., 2002). La carga
economica anual de la depresion en los Estados Unidos es de miles de millones de délares. Entre los muchos sintomas
devastadores de la depresion, la prevalencia del suicidio (38.000 muertes/afio) la convierte en una enfermedad que
necesita desesperadamente un tratamiento terapéutico mas eficaz. A pesar de su alta incidencia e impacto
socioecondémico, la etiologia de la depresion sigue siendo poco conocida. La depresion probablemente involucra una
combinacién de factores genéticos (Flint y Kendler, 2014; Hamet y Tremblay, 2005) y ambientales (Nestler et al.,
2002). Se han identificado muchos genes que aumentan el riesgo de depresion, pero ningudn gen tiene una penetrancia
fuerte.

No esta claro como interactuan los factores genéticos y ambientales para desencadenar la depresion. Un factor
ambiental comun que aumenta la probabilidad de episodios depresivos es el estrés. Los pacientes deprimidos informan
de acontecimientos vitales mas estresantes que los sujetos no deprimidos, incluyendo enfermedad fisica, relaciones
familiares problematicas y dificultades financieras (Billings et al., 1983). La naturaleza del o de los cambios producidos
en el cerebro por el estrés que promueve la depresion en individuos susceptibles sigue siendo desconocida.

Antidepresivos (AD). El aumento de la sefalizacion monoaminérgica por inhibicion de su recaptacion con
medicamentos como los SSRi es el tratamiento de referencia, pero los SSRi son eficaces solo en aproximadamente
la mitad de los pacientes. Ademas, el retraso de 3-8 semanas entre el comienzo de la medicacién y el efecto
terapéutico complica la optimizacion de la medicaciéon y retrasa el alivio sintomatico. Se necesita una mejor
comprension para disefar terapias mas eficaces.

El descubrimiento de que la ketamina ejerce una accién antidepresiva rapida (Trullas y Skolnick, 1990) cuando se
administra en un entorno clinico ha causado gran entusiasmo (Berman et al., 2000; Zarate et al., 2006). Sin embargo,
existe la preocupacién de que su naturaleza adictiva y su capacidad para desencadenar episodios psicotomiméticos
(p-€j., Machado-Vieira et al., 2009) puede evitar que alcance su capacidad para salvar vidas y reducir la discapacidad.
No obstante, su capacidad para aliviar rdpidamente la ideacion suicida y otros sintomas depresivos centrales ha
obligado a la comunidad médica a repensar las causas de la depresién y las dianas a las que dirigir los farmacos
antidepresivos. Como en los pacientes, la administracion de ketamina da como resultado una respuesta conductual
similar a los AD en roedores sometidos a estrés crénico (Maeng et al., 2008; Li et al.,2011). La ketamina también ha
proporcionado una visién mecanicista critica sobre como se pueden producir acciones rapidas de AD (por ejemplo, Li
etal., 2011; Autry et al., 2011), lo que genera esperanzas de que se puedan desarrollar nuevos medicamentos que se
dirijan a los mismos mecanismos de sefializacion, pero carezcan de las desventajas y los riesgos de la ketamina.

Sinapsis excitatorias y depresion. Un elemento comun que vincula el estrés con las acciones terapéuticas de los SSRi
(Cal et al., 2013) y ketamina (Kavalali y Monteggia, 2012) son sus efectos compartidos, pero opuestos, sobre las
sinapsis excitatorias. Existe una creciente evidencia de que el estrés crénico ejerce efectos perjudiciales sobre la
estructura y funcién sinapticas excitatorias en multiples regiones del cerebro que estan asociadas con las facultades
cognitivas y la emocion (McEwen, 1999), mientras que la ketamina, la serotonina y los SSRi ejercen una accién
opuesta para promover la transmisién sinaptica excitatoria en algunas de estas mismas areas (Autry et al., 2011; Cai
et al., 2013; Kallarackal et al., 2013). En el ndcleo accumbens (NAc), por ejemplo, Lim et al. (2012) demostraron que
las sinapsis excitatorias en células estrelladas espinosas medianas que expresan D1 tienen una disminucién selectiva
en la excitacion mediada por AMPAR después de 5 dias de estrés crénico por restriccion. Esta disminucion de la
excitacion se produce en paralelo con muchos cambios conductuales, incluyendo anhedonia en la prueba de
preferencia por sacarosa y preferencia de lugar condicionada alterada. Las manipulaciones experimentales que
causan una disminucién de la excitacion mediada por AMPAR imitan los cambios conductuales inducidos por estrés
en animales sin estrés y las manipulaciones que previenen la disminucion de la excitacion mediada por AMPAR
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bloquean los cambios conductual en animales estresados, lo que indica que esta disminucion de la excitacion es
suficiente y necesaria para estos cambios conductuales. La fuente de los axones que forman estas sinapsis
excitatorias no se identificd, pero es probable que incluya aferentes del hipocampo, corteza prefrontal y amigdala. La
activacion de las neuronas que expresan D1 promueve la liberacion de dopamina de las células en el area tegmental
ventral (VTA, por sus siglas en inglés), por lo que una disminucién en su capacidad para impulsar la liberaciéon de
dopamina debido a la disminucién de la excitacion, junto con cambios en la activaciéon de las células del VTA
(Chaudhury et al., 2013), puede contribuir a la pérdida de las propiedades gratificantes de los estimulos normalmente
placenteros. El estrés crénico también debilita las sinapsis excitatorias dentro de la corteza prefrontal (PFC, por sus
siglas en inglés) (Yen et al., 2012) y el hipocampo (Kallarackal et al., 2013), probablemente reduciendo el impulso
aferente de la NAc y disminuyendo adicionalmente la liberacion de dopamina al recompensar los estimulos. La
administracion cronica de fluoxetina restaura la fuerza de las sinapsis del hipocampo y revierte las disminuciones en
la expresion de GluA 1 inducidas por estrés (Kallarackal et al., 2013).

En realizaciones de la divulgacion, el estrés cronico promueve la depresion al debilitar subconjuntos de sinapsis
excitatorias en multiples regiones del cerebro que son criticas en la determinacion del afecto y la recompensa. La
depresion se debe a que el efecto neto de la excitacion sinaptica debilitada es alterar la activacion de los circuitos de
recompensa (p. ej. Nestler y Carlezon, 2005). Siguiendo esta consideracion, la restauracion de la fuerza sinaptica
excitatoria es una accion critica de todos los antidepresivos eficaces, en realizaciones particulares.

Aunque permanece en investigacion activa, la accion terapéutica de accion rapida de la ketamina es coherente con la
implicacion de las sinapsis excitatorias en la depresion (FIG. 1). Una hipétesis es que la ketamina es algo selectiva
para los NMDAR en las interneuronas inhibidoras (Moghaddam et al., 1997; Farber et al., 1998; Kavalali y Monteggia,
2012), de manera que la ketamina disminuye su excitacion. Esto da como resultado una desinhibicion leve de la
poblacién neuronal y un aumento general de la actividad oscilatoria de alta frecuencia en animales (p.ej., Kittleberger
et al., 2012) y seres humanos (Cornwell et al., 2012). Probablemente debido a este aumento en la actividad de la red,
la ketamina desencadena varios procesos dependientes de la actividad, tal como la potenciacion a largo plazo, el
aumento de la expresion del gen deltaFosB temprano inmediato y la activacion de las vias de sefalizacion mTOR y/o
eEF2. En ultima instancia, esto conduce a la rapida induccién de genes relacionados con la sinapsis, al aumento de
la sintesis de proteinas sinapticas (Li et al., 2010; Autry et al., 2011) y a la restauracion de la fuerza sinaptica normal.
Estos resultados indican que, en Ultima instancia, el leve aumento de la actividad global en los circuitos neuronales
del prosencéfalo es el mecanismo mediante el cual se ejercen las acciones terapéuticas rapidas de los AD.

Se puede probar otro medio de producir tales cambios, concretamente, el debilitamiento leve y selectivo de la fuerza
de inhibicion mediada por los receptores de tipo A del acido gamma-aminobutirico (GABAR o GABAAR). Los GABAR
son canales idnicos heteropentaméricos, que contienen subunidades alfa, beta y gamma en una estequiometria 2:2:1
(Sieghart y Sperk, 2002). La interfaz entre una subunidad gamma2 y una subunidad a forma el receptor de
benzodiacepinas, un modulador alostérico positivo de la apertura del canal que aumenta la funcién de GABAR.
Ademas de los agonistas de las benzodiacepinas, existen farmacos (p. €j., beta-carbolina) que actian como agonistas
inversos en el sitio de las benzodiacepinas para disminuir la funcion de GABAR. La identidad molecular de la subunidad
alfa en el sitio receptor de benzodiacepinas determina su perfil farmacolédgico. Los GABAR que contienen subunidades
alfal median los efectos sedantes, anticonvulsivos y amnésicos de las benzodiacepinas preferentemente, mientras
que los GABAR que contienen subunidades alfa2 y alfa3 median sus efectos ansioliticos (Rudolph et al., 1999; Mohler
et al., 2002). Los agonistas inversos parciales ofrecen la posible ventaja de un intervalo de concentracion terapéutica
mas amplio y una menor probabilidad de producir efectos secundarios negativos, tales como ansiedad o descarga
epileptiforme.

Moduladores alostéricos negativos de GABAR que contienen subunidades alfa5 o alfa5 GABA-NAM, se han
desarrollado recientemente (Quirk et al., 1996; Atack et al., 2006; 2009). Mientras que los agonistas inversos de
benzodiacepina no selectivos son ansiogénicos en seres humanos, los alfa5 GABA-NAM no lo son. EI ARNm de las
subunidades alfa5 es abundante en las células piramidales del hipocampo y la corteza (Allen Brain Atlas) y los GABAR
que contienen a5 estan localizados en sitios sinapticos y extrasinapticos en las dendritas (Fritschy y Mohler, 1995;
Wainwright et al., 2000; Serwanski et al. 2006). Los GABAR que contienen a5 median la inhibicién ténica y reducen la
excitabilidad de las células piramidales (Bonin et al., 2006). Curiosamente, las subunidades a5 se regulan
positivamente en ratones después del estrés cronico (Matsumoto et al., 2007). Debido a que la desinhibicion promueve
la induccién de potenciacion a largo plazo (LTP), la presunta base celular de la memoria, los alfa5 GABA-NAM se
estan desarrollando clinicamente como potenciadores cognitivos (Ballard et al., 2009). Se ha demostrado, por ejemplo,
que los alfa5 GABA-NAM aumentan la LTP y potencian la adquisicion de memoria en tareas de aprendizaje
dependientes del hipocampo (Collinson et al., 2002). De hecho, un compuesto alfa5 GABA-NAM ya se encuentra en
ensayos clinicos para el sindrome de Down. La capacidad de esta clase de compuestos para promover el impulso
excitatorio en regiones del cerebro como el hipocampo indica su utilidad como antidepresivos de accion rapida, similar
a la ketamina pero que carecen de los efectos secundarios perjudiciales.

En realizaciones de la divulgacién, los agonistas inversos parciales del sitio de unién a benzodiacepinas de los
receptores GABAa que contienen subunidades alfa5 (L-665,708 y MRK-016) producen una restauracion rapida y
constante de una variedad de comportamientos que se alteran por el estrés crénico en ratas y ratones porque restauran
la fuerza de las sinapsis excitatorias debilitadas patolégicamente.
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Se pueden utilizar estudios que cuestionen y traten de cambiar el paradigma actual para comprender la génesis y el
tratamiento de la depresion. Concretamente, se puede proporcionar una prueba de estudio de viabilidad definitiva de
una clase completamente innovadora de posibles medicamentos, con capacidad para una rapida implementacién en
la clinica. El resultado de estos estudios también pone a prueba la consideracion de que la disfuncién de las sinapsis
excitatorias contribuye a la génesis de la depresidon. Se pueden utilizar tanto los enfoques experimentales
convencionales como inestimables modelos de ratones transgénicos existentes que son adecuados para demostrar
la eficacia. También se pueden emplear una variedad de paradigmas de estrés crénico con viabilidad de cara, tedrica
y pronostica con respecto a la depresion y al desarrollo de antidepresivos, asi como una bateria de ensayos
conductuales, electrofisiolégicos y bioquimicos. Por lo tanto, los estudios abarcan niveles de andlisis desde el
comportamiento hasta los circuitos, las sinapsis y las moléculas, segun se promueve por la iniciativa Research Domain
Criteria del NIMH, con el fin de acelerar la traduccion de los hallazgos de la investigacion preclinica en roedores a los
ensayos clinicos en seres humanos.

La depresion es una afeccion puramente humana, pero se pueden inducir cambios conductuales en roedores en
respuesta a las condiciones ambientales, como el estrés crénico, que promueven la depresiéon en seres humanos.
Muchos de los comportamientos afectados por el estrés cronico, tal como la recompensa, son analogos a los
comportamientos humanos que son sintomaticos de la depresion en seres humanos, tal como la anhedonia. Asimismo,
la susceptibilidad a varios paradigmas de estrés crénico se asocia con genes que se sabe que tienen una alta
correlacion con la depresion (Hasler et al., 2004). Es importante evaluar la validez al relacionar los efectos del estrés
cronico en roedores con la depresion en seres humanos. Los fenotipos conductuales y electrofisiolégicos de roedores
sometidos a paradigmas de estrés cronico se asemejan a la depresion en seres humanos porque 1) incluyen cambios
en el estado afectivo, facultades cognitivas y motivacion; 2) son el resultado de un factor implicado en la depresion en
seres humanos; y 3) responden a la administracion cronica, pero no a corto plazo, de SSRi (Willner y Mitchell, 2002),
al igual que los sintomas de los seres humanos deprimidos. Comprender cémo el estrés cronico afecta el cerebro en
roedores revela conocimientos sobre la génesis y el tratamiento de la depresion en seres humanos.

Paradigmas de estrés cronico. Se pueden usar cuatro paradigmas de estrés cronico diferentes en ratas o ratones para
determinar si los efectos de los compuestos son independientes de los paradigmas. Se puede emplear estrés crénico
impredecible (CUS), que implica el suministro repetido de factores estresantes leves dos veces al dia durante 3
semanas (Wilner et al., 1987). Se puede usar el estrés por derrota social crénica (SDS, por sus siglas en inglés), una
forma de estrés psicosocial en la que los animales pierden cronicamente nivel social frente a un animal mas dominante
(Malatynska y Knapp, 2005). En este paradigma, los individuos juveniles (> 4s de edad) se colocan en la jaula de
alojamiento de un animal residente dominante durante 1 hora mientras estan separados por una pantalla protectora
perforada, permitiendo contacto olfativo, visual y auditivo. El protocolo de SDS se repite diariamente durante 3
semanas. En tercer lugar, se puede usar estrés crénico por restriccion (CRS, por sus siglas en inglés), en el que los
animales se mantienen en tubos de restriccion ajustados durante 4 h todos los dias durante 8-10 dias (Lim et al.,
2012). Finalmente, se puede elevar directamente los niveles de la hormona del estrés mediante la administracion de
corticosterona (Gourley et al., 2008). Todos estos paradigmas inducen cambios en el comportamiento de los animales
que se revierten por administracion cronica, pero no a corto plazo, de SSRi (Papp et al., 1996; Grippo et al., 2006;
Bondi et al., 2008), comparable al retraso de 3-8 semanas en los pacientes en respuesta a los SSRi.

Consecuencias del estrés en el comportamiento en roedores. ; Qué comportamientos en roedores se parecen mas a
los sintomas de los seres humanos deprimidos y también pueden predecir mejor los tratamientos terapéuticos eficaces
para la depresion? Los signos ideales de un estado de tipo depresivo 1) tendran relevancia etoldgica, 2) seran fuertes
y cuantificables de manera precisa y 3) responderan a la administracién cronica, pero no a corto plazo de SSRi, como
la depresion en seres humanos. Se considera que la prueba de natacion forzada y la prueba de suspension de la cola
proporcionan una medida de desesperacion conductual. Si bien estas pruebas son populares por su facilidad de uso
y confiabilidad, carecen de cierta validez aparente porque los cambios en estas tareas pueden detectarse después de
una sola administracion de SSRi en animales de control (Detke et al., 1997; Petit-Demoulier et al., 2005). Otra medida
del comportamiento que se ve afectada por el estrés cronico, pero que solo responde a SSRi crénicos, pero no a corto
plazo, es un ensayo de estado hedonico llamado prueba de preferencia por sacarosa (SPT) (Rygula et al., 2006). En
la presente prueba, a los roedores se les presenta una tarea de eleccion de dos botellas con una botella que contiene
agua normal y una botella que contiene una solucion de sacarosa diluida. La alta preferencia natural de ratas y ratones
por la solucion de sacarosa se disminuye en gran medida por el estrés crénico y se restaura con tratamiento crénico,
pero no a corto plazo, con SSRi (Pothion et al., 2004). Se dice que la falta de preferencia por sacarosa revela
anhedonia, o la incapacidad de experimentar recompensa, un sintoma central de la depresion en seres humanos. Los
defectos en la recompensa social también son un sintoma destacado de la depresion en seres humanos. Un ensayo
de la curiosidad social de los roedores, la prueba de interaccién social (SIT) (Berton et al., 2006), mide la cantidad de
tiempo que los animales pasan interactuando con un nuevo animal diana y proporciona una medida del valor de
recompensa de las interacciones sociales.

El uso de estos modelos permite revelar un rapido inicio de la accion, que distingue las realizaciones de la presente
divulgacion de la técnica anterior. Lo que se ha hecho anteriormente utilizando modelos animales es insuficiente para
predecir una accién antidepresiva de accion rapida e inicio rapido de estos compuestos. Uso de otros modelos y
métodos, tal como la prueba de natacidon forzada y la prueba de suspensién de la cola, no proporcionan validez
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pronostica de un inicio rapido del alivio terapéutico de los sintomas depresivos y el pensamiento suicida en animales
(es decir, seres humanos).

El hipocampo en la depresién. La depresiéon probablemente esté causada por disfuncion en muchas regiones del
cerebro y tipos celulares, incluido el hipocampo. Los receptores de glucocorticoides se expresan en niveles elevados
en las células piramidales, haciéndolas particularmente sensibles al estrés (Reul & de Kloet, 1985; Magarinos et al.,
1996). De hecho, el estrés cronico induce disfuncion del hipocampo, incluyendo atrofia y pérdida de espinas dendriticas
(McEwen, 1999), déficits en plasticidad sinaptica (Aifarez et al., 2003), neurogénesis y sinaptogénesis disminuidas
(Duman y Li, 2012) y circuitos aberrantes (Airan et al., 2007). De manera destacable, los pacientes deprimidos tienen
un volumen del hipocampo reducido y déficits en las tareas conductuales dependientes del hipocampo (MacQueen et
al., 2003; Campbell y MacQueen, 2004) tal como la navegacion visoespacial (Hickie et al., 2005; Gould et al., 2007).

La salida del hipocampo impulsa la actividad en el NAc, un regulador clave de la motivacion y el valor de la
recompensa, y se sabe que influye en la motivacién, quizas a través de su capacidad para promover la secreciéon de
dopamina (Kelley y Mittleman, 1999; Boulenguez et al., 1996; Floresco et al., 2001; Tye et al., 2013). Un dialogo entre
el hipocampo y la neocorteza también es importante para mantener la funcién cognitiva normal (Gray, 1998; Lisman y
Otmakhova, 2001; Morris et al., 1982; Remondes y Schuman, 2004). La corteza entorrinal (EC, por sus siglas en
inglés) proporciona las entradas principales al hipocampo y la proyeccion desde el area CA 1 a la EC es una salida
principal. Las dendritas apicales de las neuronas piramidales CA 1 en el hipocampo reciben una entrada directa de la
EC, la via temporoamonica (TA), en sus dendritas apicales distales en estrato lacunoso molecular (SLM) (Remondes
y Schuman, 2002; Steward y Scoville, 1976). La via TA es importante para la consolidacién de la memoria a largo
plazo, asi como tareas de reconocimiento espacial (Brunet et al., 2002; Remondes y Schuman, 2004). El estrés crénico
produce una serie de cambios en las sinapsis excitatorias TA-CA 1 y déficits en la consolidacién de la memoria (Cai
et al., 2013; Kallarackal et al., 2013). Se puede usar esta sinapsis como un arquetipo conveniente para los cambios
que se sabe que se producen en multiples sitios del cerebro durante la depresion.

Determinacién de la constancia y generalidad de las acciones antidepresivas de los alfa5 GABA-NAM sobre la
conducta.

Fundamento: Una sola inyeccion de uno de los dos alfa5 GABA-NAM disponibles comercialmente, L-665,708 (1 mg/kg,
intraperitonealmente, IP) (Quirk et al., 1996) revierte la pérdida de preferencia por sacarosa (FIG. 3A y 3B) y la
disminucion de la interaccion social (FIG. 3C y 3D) inducida por dos formas de estrés cronico en 24 horas: estrés
cronico impredecible y estrés cronico de restriccion. Para que esta clase de compuestos tenga uso como AD eficaces
en seres humanos, en realizaciones especificas, sus efectos restauradores deberian 1) mantenerse en una amplia
gama de comportamientos que se ven afectados por estrés crénico, 2) ser independientes del paradigma mediante el
cual se aplica el estrés y 3) ser constantes.

En realizaciones especificas, una sola inyeccién de L-665, 708 u otro alfa5 GABA-NAM disponible comercialmente,
MRK-016 (Ataque et al., 2009), a una dosis maxima eficaz rapidamente (en unos dias) revierte los cambios inducidos
por estrés en una amplia gama de comportamientos independientemente de como se aplique el estrés, y estos efectos
contintan durante varios dias después de la inyeccién (FIG. 9).

Definicién de animales de control y susceptibles. Como ejemplo, en este y al menos en algunos otros estudios descritos
en el presente documento, se prueban ratas macho adultas durante 2 semanas utilizando las pruebas de preferencia
por sacarosa e interaccién social (SPT, SIT) para establecer los valores iniciales. Solo los animales que cumplen de
manera repetida los criterios preestablecidos de ratas de control basandose en resultados anteriores (preferencia por
sacarosa > 75 %, relacion de interaccion social > 130 %) se consideran controles aceptables. Aquellos que no lo hacen
se excluyen de estudios posteriores para que una poblacién inicial sea lo mas homogénea posible. Después, las ratas
se someten a uno de los paradigmas de estrés cronico, seguido de SPT y SIT. En ese momento, s6lo aquellos animales
con preferencia por sacarosa < 65 % y relaciones de interaccion social < 115 % se considera que han sido susceptibles
al estrés croénico y por lo tanto son utiles para estudiar los efectos de los compuestos de prueba y otras manipulaciones.

Experimento A. ¢Cual es la dependencia de la dosis de alfa5 GABA-NAM? ;Cuanto duran sus efectos? Se puede
utilizar el paradigma del estrés crénico por restriccion (CRS) para determinar la dependencia de la dosis. Se administra
una sola inyeccion de L-665,708 o MRK-016 a ratas susceptibles a dosis de 0,3, 1, 3, 10 o 30 mg/kg IP, seguido de
SPT y SIT < 24 horas después. Las curvas de dosis-respuesta se preparan representando graficamente 1) la
preferencia por sacarosa media y la relacion de interaccién social en funcién de la dosis de alfa5 GABA-NAM y 2) el
porcentaje de animales que respondieron al farmaco con un aumento en la preferencia por sacarosa a -75 % y un
aumento en la relaciéon de interaccion social a -130 % en funcién de la dosis. A continuacion, los animales se vuelven
a probar con SPT y SIT alos 5, 10 y 15 dias después de la inyeccién para determinar la constancia de los efectos. Un
conjunto de grupo de control de animales puede someterse a CRS, recibir una inyeccién de vehiculo y probarse con
SPT y SIT 1, 5, 10 y 15 dias después de la inyeccion. Un segundo conjunto de animales de control no se somete a
CRS, pero recibe una inyeccion de la dosis maxima eficaz de L-665,708 o MRK-016. En realizaciones especificas, los
efectos de los compuestos son dependientes de la dosis en ambos comportamientos segun ambas medidas, y los
efectos contindan durante 5-15 dias después de la inyeccion. En realizaciones especificas, la inyeccion de vehiculo
no restaura las respuestas de control en ninguno de los comportamientos y los compuestos no afectan
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significativamente a ninguno de los comportamientos en animales sin estrés. Se puede utilizar la dosis maxima eficaz
del compuesto mas eficaz, como se determina en estos estudios, en otros estudios descritos en otra parte del presente
documento.

Experimento B. ; Cuén generalizados son los efectos conductuales restauradores de los alfa5 GABA-NAM? Se pueden
extender los datos sobre los efectos de alfa5 GABA-NAM en el SPT y SIT a una gama mas amplia de comportamientos
afectados por estrés: alimentaciéon suprimida por novedad, preferencia de lugar sexual, jerarquia social y natacion
forzada.

B1. La alimentaciéon suprimida por novedad (NSF) es una medida de estrés cronico sensible a la fluoxetina
ampliamente utilizada (Cal et al., 2013). En la primera cohorte de animales, se mide la latencia inicial en la prueba de
NSF, como se realizé anteriormente. A continuacion, las ratas se someten a CRS y se seleccionan los animales
susceptibles. EI CRS continta durante 5 dias mas, después, la mitad de los animales se seleccionan al azar para
recibir una inyeccion de vehiculo y la otra mitad recibe una sola inyeccion de L-655,708. 24 horas después vuelven a
someterse a la prueba de NSF.

B2. La preferencia de lugar condicionada es un ensayo bien establecido de valoracion de la recompensa y estado
afectivo. Por lo tanto, una segunda cohorte de animales se somete al mismo procedimiento, pero se prueba con una
prueba de preferencia de lugar sexual. Las ratas macho de control estan condicionadas para asociar hembras
sexualmente receptivas con sefiales olfativas y visuales especificas, después se le dio una prueba de sondeo de
preferencia ambiental (Camacho et al., 2004). Después se someten a CRS y se seleccionan los animales susceptibles.
La mitad de las ratas reciben una inyeccion de vehiculo y a la otra mitad se les administra una inyeccion de L-665,708.
24 horas después se repite la prueba de sondeo de preferencia de lugar. Para ambas cohortes, se realizan, después,
comparaciones bidireccionales entre puntuaciones de comportamiento (antes frente a después de la inyeccion x
farmaco frente al vehiculo). Las latencias de monta e intromisidn, que se sabe que son sensibles al estrés crénico
(Gronli et al., 2005), también se miden como indicadores de motivacion sexual (Hull, 2002). En realizaciones
especificas, Unicamente las ratas que reciben L-665,708 muestran latencias de NSF y preferencias de lugar que son
diferentes de sus propias puntuaciones antes de la inyeccion y diferentes de las ratas inyectadas con vehiculo. Las
ratas de control se someten a pruebas de NSF o preferencia de lugar sexual. Una semana después, reciben una
inyeccion de L-665,708 y se vuelven a probar 24 horas después. En realizaciones especificas, las inyecciones no
tienen ningun efecto sobre ninguno de los comportamientos en ratas de control sin estrés, como se observé con SPT
y SIT.

B3. Los roedores muestran una jerarquia social innata prominente que se sabe que es sensible al estrés cronico y se
restaura por fluoxetina crénica (Lehmann et al., 2013). El marcaje de olor con orina, una forma de comunicacién social
en roedores, se correlaciona con el estado de dominancia, haciendo las ratas socialmente dominantes mas marcas y
mas grandes que las que estan socialmente subordinadas. Se puede utilizar otra prueba consistente de dominancia
social, la prueba del tubo (Wang et al., 2011). Las ratas de control se alojan en parejas durante una semana, después
se someten a una serie de pruebas de tubo y una prueba de marcaje con orina para identificar la rata dominante y
subordinada en cada par. Los animales dominantes se someten después a 10 dias de CRS, se prueban para
determinar la preferencia por sacarosa para identificar individuos susceptibles, después se someten a preferencia por
sacarosa, marcaje de orina y pruebas de tubo. En realizaciones especificas, los animales dominantes pierden su
dominio como consecuencia del estrés. Si es asi, se puede administrar una inyeccion de L-665,708 o vehiculo. En
realizaciones especificas, el dominio se restaura mediante alfa5 GABA-NAM, pero no por inyeccién de vehiculo, en
paralelo a la preferencia por sacarosa. Los controles se tratan como anteriormente, pero no se someten a CRS. 24
horas después, se vuelven a probar en la preferencia por sacarosa, marcaje de orina y pruebas de tubo.

B4. Una tercera cohorte de ratas de control recibe una inyecciéon de L-665,708 o vehiculo y después se someten a
pruebas de natacion forzada 1 hora mas tarde. Se realizan comparaciones estadisticas del tiempo que permanecen
inmoviles entre los animales inyectados con vehiculo y con farmaco. La ketamina a corto plazo reduce el tiempo de
inmovilidad en la prueba de natacién forzada (Maeng et al., 2008), al igual que la administracién a corto plazo de
fluoxetina, lo que indica que los compuestos alfa5 GABA-NAM también disminuyen la inmovilidad en esta prueba.

Experimento C. ¢Induce alfa5 GABA-NAM efectos conductuales adversos? Se prueban dos comportamientos
complejos que podrian verse afectados negativamente por los agonistas inversos de benzodiacepinas: ansiedad y
suefio.

C1. Una cohorte de ratas de control se someten a una prueba de campo abierto basal. Una semana después, la mitad
de los animales reciben una inyeccién de L-665,708 o vehiculo, seguido 24 horas después por una segunda prueba
de campo abierto en una nueva arena. En una realizacion especifica, un andlisis de varianza de disefio mixto no revela
ninguna diferencia entre la inyeccion de alfa5 GABA-NAM o de vehiculo en la cantidad de tiempo transcurrido en la
zona central, un indicador de ansiedad, o en cruces de linea totales, un indicador de locomocién, en comparacion con
su propio valor inicial o entre grupos.

C2. Se prueba una segunda cohorte para detectar ritmos de actividad diaria alterados, como indicador inicial de suefio
alterado. Las ratas se alojan individualmente en una jaula con multiples rayos infrarrojos cruzados (SmartCage, Afasci,
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Inc). La frecuencia de las interrupciones del haz se registra continuamente durante un periodo de 48 horas antes de
una inyeccién de L-665,708 o de vehiculo. A continuacién, se registra la actividad durante las siguientes 48 horas. El
numero total de interrupciones del haz y la duraciéon de los periodos de inactividad se comparan en animales
individuales antes y después de la inyeccion, y entre los grupos de tratamiento y de vehiculo en otro ANOVA mixto.

Experimento D. ;Pueden los alfa5 GABA-NAM revertir los efectos de multiples paradigmas de estrés? Se pueden
completar estudios iniciales con CRS y CUS y extenderlos a ratas sometidas a estrés por derrota social (SDS) (Papciak
et al., 2013) y la administracién directa de corticosterona (Gourley et al., 2008).

D1. Una cohorte de controles experimenta la derrota social diariamente durante 1 hora cada dia durante 3 semanas.

D2. Otra cohorte de controles recibe hemisuccinato de corticosterona (50 pg/ml) mediante el agua potable en la jaula
de alojamiento durante 4 semanas, para producir concentraciones sanguineas elevadas que se correlacionan con el
ciclo diurno de los animales. Estudios anteriores han demostrado que los niveles maximos son comparables a los
obtenidos en ratas durante procedimientos de estrés crénico (Gourley et al., 2008). Las ratas susceptibles de cada
grupo se someten después a otra semana de SDS o administracion de corticosterona. La mitad de las ratas de cada
grupo recibe una inyeccién de L-665,708 y la mitad de vehiculo. 24 horas después, se someten de nuevo a SPTy SIT.
Se realizan comparaciones estadisticas dentro y entre sujetos de la preferencia por sacarosa y las relaciones de
interaccion social para los individuos antes y después de la inyeccién de vehiculo o farmaco en un ANOVA de disefio
mixto. En realizaciones especificas, la inyeccion del compuesto de prueba, pero no del vehiculo, produce un cambio
significativo en la preferencia por sacarosa de los animales y en las relaciones de interaccion social tanto en ratas con
SDS como en las tratadas con corticosterona.

En los casos en donde se necesite detectar pequefias diferencias en los comportamientos en respuesta al estrés o a
la administracion de alfa5 GABA-NAM, los estudios pueden disefiarse con comportamientos iniciales normalizados y
evidencia de susceptibilidad a fin de reducir la variabilidad debida a eventos desconocidos durante la reproduccion y
el parto de los animales, individuos resilientes, etc. Los estudios también pueden disefarse para permitir el uso de
medidas repetidas y comparaciones pareadas siempre que sea posible, aumentando asi la capacidad de detectar
pequefios efectos. Los experimentos iniciales sobre el efecto de CRS y tratamiento con alfa5 GABA-NAM dieron
tamafios de efectos fuertes para SPT y SIT (f = 0,73 y f = 0,43, respectivamente). Utilizando el tamario del efecto de
SIT mas pequefo, y a. = 0,05, se necesitan 8 animales/grupo para tener un 95 % de probabilidad de observar
diferencias significativas en futuras SPT en un formato ANOVA de disefio mixto (calculado con el software G*Power e
IBM SPSS). Estos tamafios de grupo son consistentes con la experiencia y los resultados publicados previos para
experimentos similares (es decir, Lim et al., 2012). No se han demostrado los efectos del estrés sobre la dominancia
social en ratas, pero se ve afectado negativamente en ratones y se restaura por fluoxetina (Lehmann et al., 2013). Si
no se logra la dominancia con CRS en ratas, después se realizan los estudios en ratones C57BL6/J, como en trabajos
publicados anteriormente.

Una vez finalizados los estudios anteriormente mencionados, se establece si las acciones restauradoras similares a
los antidepresivos alfa5 GABA-NAM sobre conductas sensibles al estrés son altamente generalizables a toda una
gama de fenotipos conductuales motivacionales (alimentacion, social, sexual) y si son independientes de los medios
en los que se aplicé el estrés (directo frente a fisico frente a social). En realizaciones especificas, un compuesto
antidepresivo Util es ampliamente eficaz, independientemente de la causa proxima del comportamiento alterado y tiene
pocos efectos secundarios.

Determinacién del mecanismo de accion de alfa5 GABA-NAM a nivel de circuitos sinépticos.

Fundamento: La ketamina induce un rapido aumento de las oscilaciones neuronales en los circuitos del hipocampo,
corteza entorrinal, NAc y PFC en roedores (p, €j., Kittleberger et al., 2012; Middleton et al., 2008; Hunt et al., 2011) y
en seres humanos (Driesen et al., 2013). Esta ampliamente aceptado que este aumento en la actividad del circuito
subyace a la induccion de acciones similares a los antidepresivos de la ketamina porque la actividad oscilatoria en
estas frecuencias promueve no solo la LTP (p. gj., Huerta y Lisman, 1993) sino también otras formas de fortalecimiento
dependiente de la actividad de las sinapsis excitatorias que son fundamentales para la reversion del fenotipo de estrés.
Se puede examinar si la capacidad de alfab5 GABA-NAM para revertir el fenotipo de estrés es el resultado de
desencadenar una actividad oscilatoria similar.

En realizaciones especificas, los alfa5 GABA-NAM se unen a los receptores de benzodiacepinas para inducir la
activacion rapida de los circuitos neuronales en los circuitos de recompensa y restaurar los comportamientos alterados
por estrés debido a su capacidad para activar la plasticidad sinaptica dependiente de la actividad.

Experimento A. ;La administracion de alfa5 GABA-NAM produce activacion de circuitos neuronales in vivo como
resultado de la unién a los receptores de benzodiacepinas? A las ratas se les colocan electrodos de manera
esterotactica en el estrato piramidal del area CA1 (la salida del hipocampo), capa Il de la corteza entorrinal (fuente de
la via temporoamonica), o la cubierta del NAc. Después de la recuperacion, se entrenan para permanecer quietos en
un tubo de plastico sin anestesia con la cabeza asegurada.
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A1. Se realiza un periodo de 60 minutos de registro continuo de la actividad espontanea del potencial de campo con
iluminacién tenue. A continuacién, se inyecta a las ratas con bien L-665, 708 o con vehiculo, y se vuelven a colocar
en el tubo durante 60-90 min adicionales de registro. Las transformadas discretas de Fourier rapidas se realizan en
segmentos de registro de 60 segundos de duracién para la preparacion de espectrogramas. La potencia de oscilacién
(area bajo la curva) esté integrada para diferentes anchos de banda de frecuencia para graficos de densidad espectral
de potencia (e = 3-7 Hz; a= 8-12 Hz; B = 13-29 Hz; y = 30-80 Hz) (Buhl et al., 1998; Raver et al., 2013). Al igual que
con la ketamina (p. Ej., Kittleberger et al., 2012; Lazarewicz et al., 2010; Hinman et al., 2013), en realizaciones
especificas, los aumentos de potencia se observan mediante la comparacién por pares de espectros antes y después
de la inyeccion del farmaco. Los estudios iniciales son consistentes con esta consideracion (FIG. 2).

A2. A continuacion, se puede probar si los alfa5 GABA-NAM ejercen su influencia sobre la actividad mediante la unién
al sitio de las benzodiacepinas en el GABAR. Los experimentos anteriores se repiten en una segunda cohorte de
animales con la inyeccién conjunta del antagonista farmacolégico del receptor de benzodiacepinas, flumazenil (20
mg/kg IP) (Tietz et al., 1999), 30 min antes de la inyeccion de L-665,708. En realizaciones especificas, L-665,708 no
produce ningun cambio significativo en la actividad oscilatoria en estas condiciones porque no puede unirse al GABAR.

Experimento B. ;Las acciones de alfa5 GABA-NAM dependen de la sefializacion de la serotonina? Una forma en que
la actividad oscilatoria inducida por alfa5 GABA-NAM podria restaurar el comportamiento alterado por estrés es
promoviendo la liberacién de serotonina de las neuronas del rafe.

B1. Se pueden utilizar ratones Pet1cre-Lmx1bflox (Zhao et al., 2006), en los que los adultos carecen de neuronas
serotoninérgicas en el SNC, para caracterizar esto. Sorprendentemente, estos ratones aun no se han caracterizado
en muchos comportamientos relacionados con la depresién, pero es posible que estos comportamientos sean
anormales. Primero se pueden caracterizar estos ratones en el SPT y SIT. Si sus respuestas conductuales estan
dentro del mismo intervalo que los ratones compareros de camada de tipo silvestre, entonces se pueden someter a
10 dias de CRS. Una semana después, reciben una sola inyeccion de L-665,708 o vehiculo, seguida 24 horas
después, por una segunda ronda de SPT y SIT. En realizaciones especificas, la accién restauradora de los alfa5
GABA-NAM sobre estos comportamientos es independiente de la liberacion de serotonina y de la activacion del
receptor de serotonina. En realizaciones especificas, L-655,708 desencadena un aumento en ambas medidas para
que sean diferentes en comparacién con los niveles antes de la inyeccidon de farmaco en las comparaciones de
medidas repetidas, mientras que en determinadas realizaciones los animales tratados con vehiculo no tienen
diferentes medidas en un disefio ANOVA mixto. Si estos ratones no tienen preferencias por sacarosa > 75 % y
relaciones de interaccion social > 130 %, entonces no se prosigue con los experimentos.

B2. Se pueden seleccionar ratas de control y susceptibles a CRS. A la mitad de las ratas susceptibles se les inyecta
dos veces la toxina PCPA (300 mg/kg, IP, con 24 horas de diferencia) (Dewar et al., 1992) para agotar la serotonina a
corto plazo. La otra mitad se inyecta con solucion salina. 24 horas después de la segunda inyecciéon de PCPA, a ambos
grupos de ratas se les administra una sola inyeccion de L-665,708. 24 horas después se someten a SPT y SIT. Los
animales se sacrifican y las secciones se tifien con un anticuerpo contra la serotonina para verificar el agotamiento de
serotonina inducido por PCPA, como se ha realizado anteriormente (Cai et al., 2013). Si los alfa5 GABA-NAM actian
independientemente de la serotonina, en realizaciones especificas, tanto las ratas inyectadas con PCPA como con
solucion salina muestran normalizacion de comportamientos sensibles al estrés en respuesta al tratamiento con alfab
GABA-NAM.

Experimento C. ¢ Las acciones de los alfa5 GABA-NAM dependen de la plasticidad dependiente de NMDAR o de la
fosforilacion de GluA1? Las acciones de la ketamina probablemente dependen del bloqueo de los NMDAR
interneuronales, con el consiguiente aumento de la actividad que impulsa una fuerte activacion de los NMDAR de las
células piramidales. Ahora se puede probar si alfa5 GABA-NAM converge en este Ultimo mecanismo efector (FIG. 1).

C1. Se pueden utilizar ratones CxNRIKO (lwasato et Alabama., 2000), en los que los NMDAR se eliminan
genéticamente en las células piramidales del hipocampo y de la corteza. Estos ratones tampoco estan caracterizados
en muchos comportamientos relacionados con la depresion y es posible que estos comportamientos sean anormales
(véase sin embargo: Rompala et al., 2013). Primero se pueden caracterizar estos ratones en SPT y SIT. Si sus
respuestas de comportamiento estan dentro del mismo intervalo que los controles de comparieros de camada de tipo
silvestre, después se pueden someter a 10 dias de CRS y repetir SPT y SIT. Después de 5 dias adicionales de CRS,
reciben una sola inyeccion de L-665,708 o vehiculo, seguida 24 horas después, por una tercera ronda de SPT y SIT.
En realizaciones especificas, la accién restauradora de los alfa5 GABA-NAM sobre estos comportamientos depende
de la activacion del receptor NMDAR de células piramidales y, por lo tanto, en ausencia de estos NMDAR, los alfab
GABA-NAM no pueden restaurar los cambios conductuales inducidos por estrés. Las comparaciones por parejas en
ratas inyectadas con alfa5 GABA-NAM o con vehiculo no revelan diferencias significativas en la preferencia por
sacarosa o en la interaccion social en comparacion con antes de la inyeccion, en realizaciones especificas. Si estos
ratones no muestran respuestas en el intervalo normal de respuestas en SPT y SIT en condiciones de control, se
puede administrar, después, una sola inyeccion de L-665, 708 o de vehiculo a la dosis maxima, seguida de una
segunda ronda de SPT y SIT 24 horas después. En realizaciones especificas, su comportamiento no es
significativamente diferente en ninguna prueba después de la inyeccion, Si alfa5 GABA-NAM es eficaz en los ratones
CxNRIKO; en los que no se eliminan los NMDAR en el NAc, después, en realizaciones especificas, la activacion de
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entradas de la corteza y el hipocampo por alfa5 GABA-NAM son cruciales en sus acciones similares a AD.

C2. A continuacion, se pueden usar ratones S831A en los que la serina 831 de la subunidad GluA1 del AMPAR se ha
mutado a alanina, haciéndolos incapaces de ser fosforilados por CaM cinasa. Estudios previos han demostrado que
la LTP dependiente de NMDAR es anormal en estos ratones (Lee et al., 2010). Estos ratones tienen un fenotipo
conductual que se asemeja al producido por el estrés cronico, aunque todavia no se ha probado la interaccion social.
Por lo tanto, se pueden someter a SPT y SIT de referencia a ratones no tratados previamente. Debido a que en
realizaciones particulares sus respuestas no estan en el intervalo normal en estas pruebas, 5 dias después se puede
administrar una sola inyeccion de L-665,708 o vehiculo, seguida de una segunda ronda de SPT y SIT 24 horas
después. En realizaciones especificas, su comportamiento no es significativamente diferente en ninguna de las
pruebas. Los cortes de cerebro del hipocampo se pueden recoger una vez finalizados los analisis electrofisiolégicos y
bioquimicos, como se describe a continuacion, para probar las correlaciones entre el comportamiento y la funcion
sinaptica.

En realizaciones especificas, las acciones restauradoras de tipo antidepresivo de alfa5 GABA-NAM sobre
comportamientos sensibles al estrés 1) estan inducidas por un aumento dependiente del receptor de benzodiacepinas
en la actividad del circuito oscilatorio y 2) necesitan el fortalecimiento dependiente de la actividad dependiente de
NMDAR de las sinapsis excitatorias para su expresion.

Determinacién de los mecanismos moleculares y sinapticos de la accion de alfa5 GABA-NAM.

Fundamento: Los inventores y otros han observado un debilitamiento de sinapsis excitatorias especificas después del
estrés crénico y, en realizaciones especificas, esto contribuye a la génesis de la depresion. La administracion crénica
de fluoxetina revierte estos déficits y, en realizaciones especificas, estos efectos subyacen a la restauracion del
comportamiento normal mediante AD eficaces. Se describen cambios cualitativos y cuantitativos en la respuesta de
las sinapsis TACA 1 a la activacion de 5-HT18R después de estrés crénico, que se revierten con el tratamiento con
AD (Cai et al., 2013). En este caso se pueden probar los efectos de los alfa5 GABA-NAM en estos fenotipos inducidos
por estrés. La sinapsis TA-CA1 puede usarse como un arquetipo para los cambios que pueden producirse en multiples
regiones del cerebro. También se pueden comenzar a identificar las vias de sefalizacion a través de las cuales estan
mediados estos cambios.

La rapida reversion de los cambios en el comportamiento inducidos por estrés por alfa5 GABA-NAM, como se describe
anteriormente, se acompafia de un 1) fortalecimiento de la transmisién sinaptica excitatoria mediada por AMPAR, 2)
normalizacion de la potenciacion sinaptica mediada por 5-HT1BR y 3) aumento en los niveles de expresion de GIuA 1
rapidos.

Experimento A. ;Restauran los alfab GABA-NAM las respuestas sinapticas mediadas por AMPAR? A las ratas de
control y susceptibles a CRS se les administra una Unica inyeccion de L-665, 708 o vehiculo, seguida 24 horas
después, por una segunda ronda de SPT y SIT. A continuacion, se preparan cortes de cerebro de hipocampo para el
registro electrofisiolégico. Debido a que las sinapsis TA-CA1 estan electroténicamente alejadas de los somas de
células CA 1, se puede utilizar el registro extracelular de los potenciales postsinapticos excitatorios de campo local
(FEPSP, por sus siglas en inglés) en SLM. Las respuestas mediadas por AMPAR se comparan utilizando dos métodos
independientes (amplitud de descargas de fibra y respuestas mediadas por NMDAR) para controlar la intensidad de
la estimulacion y la salud de los cortes, como se ha realizado anteriormente (Kallarackal et al., 2013). En primer lugar,
se pueden normalizar las respuestas de AMPAR a la amplitud de la descarga de fibras en un intervalo de intensidades
de estimulacion. También se pueden normalizar las respuestas comparando las pendientes de los componentes
mediados por AMPAR y NMDAR a una intensidad de estimulacion modesta que produce descargas de fibra de -0,2
mV antes y después de la aplicacion de DNQX. Las respuestas colaterales de Schaffer se miden como control porque
no se ven afectadas por el estrés cronico mediante esta medida (Kallarackal et al., 2013). En realizaciones especificas,
La excitacion mediada por AMPAR se reduce en cortes de ratas con CRS inyectadas con vehiculo en comparacion
con los controles inyectados con vehiculo sin estrés. La inyeccion de alfa5 GABA-NAM restaura los niveles de control
de excitacion en cortes de ratas con CRS, pero no tiene ningun efecto en las ratas de control. Esto es lo que se ha
observado en estudios iniciales (FIG. 10A, 10C).

Experimento B. ;Restauran los alfab GABA-NAM la potenciacion mediada por 5-HT1BR? Se puede considerar si los
alfa5 GABA-NAM revierten otra alteracion fenotipica de las sinapsis TA-CA 1 estresadas: amplificacion y constancia
de respuestas al agonista de 5-HT1BR anpirtolina (FIG. 3A) (Cai et al., 2013). Se preparan cortes a partir de los cuatro
grupos descritos en el Experimento A. Se aplica en bafio anpirtolina (50 uM) durante 60 min, seguido de un periodo
de lavado de 90 minutos. En realizaciones especificas, la potenciaciéon con anpirtolina de las fEPSP de TA-CA1 es de
mayor magnitud y es constante en cortes de animales con CRS inyectados con vehiculo en comparacién con los
controles inyectados con vehiculo sin estrés y esa inyeccion de alfa5 GABA-NAM restablece los niveles de control de
potenciacion reversible en cortes de ratas con CRS, pero no tiene ningun efecto en las ratas de control (véase la FIG.
3B).

Experimento C. ;El alfa5 GABA-NAM restaura la fosforilaciéon y/o expresion de GluA1? Las punciones de tejido se
obtienen de la region SLM (donde estan las sinapsis TA-CA1 sensibles al estrés) en los cortes preparados para el
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Experimento A. Las punciones de control se toman de estrato radiado (donde estan las sinapsis colaterales de Schaffer
insensibles al estrés). La transferencia Western se usa para comparar la expresion de la fosforilacion de GluA1 y S831,
GluA2, PSD-95 y NR1, como se ha realizado anteriormente (Cai et al., 2013; Kallarackal et al., 2013). En realizaciones
especificas, la expresion de GluA1 y PSD-95, pero no la de GIuA2 o NR1, disminuye en el SLM en animales con CRS
inyectados con vehiculo en comparacién con los controles inyectados con vehiculo sin estrés y la inyeccién de alfab
GABA-NAM aumentan la fosforilacién de GluA1 S831 y restauran los niveles de control de expresién en ratas con
CRS, pero no tiene ningun efecto en las ratas de control (véase la FIG. 3).

Experimento D. ;Qué via de sefializacién activa alfa5 GABA-NAM para mediar sus acciones beneficiosas?

D1. Duman y colegas (Li et al., 2011) mostraron que la ketamina aumenta la expresién de varios genes asociados con
la funcion sinaptica a través de la activacion rapida de la via de sefalizacion de mTOR. Se puede utilizar el mismo
enfoque para probar el papel de esta via en las acciones de alfa5 GABA-NAM. Las canulas se colocan en los
ventriculos cerebrales. Una semana después, se identifican ratas susceptibles a CRS. A continuacion, las ratas se
dividen en tres grupos. El grupo uno recibe rapamicina (0,2 nmol, ICV) 30 min antes de una inyeccion de L-665,708,
el grupo dos recibe solucién salina ICV 30 minutos antes de una inyeccion de L-665,708, y el grupo tres recibe
rapamicina ICV antes de una inyeccion IP de vehiculo. 24 horas después, se vuelven a probar en SPT y SIT. Si se
necesita la sefalizacion de mTOR para los efectos de los alfa5 GABA-NAM, después, en realizaciones especificas,
las comparaciones por pares muestran que las ratas con alfa5 GABA-NAM + solucién salina tienen una mayor
preferencia por sacarosa e interacciones sociales en comparacion con antes de la inyeccién, mientras que las ratas
con alfa5 GABA-NAM + rapamicina y vehiculo + rapamicina no los tienen. Después, las ratas se sacrifican para analisis
electrofisiolégicos y bioquimicos, como anteriormente. En realizaciones especificas, los cambios sinapticos y
bioquimicos inducidos por alfa5 GABA-NAM restauradores observados en los experimentos A-C también se bloquean
por rapamicina. También se puede usar la transferencia Western para buscar aumentos en fosfo-mTOR y BDNF
después de la inyeccion de alfa5 GABA-NAM en el NAc, en el area CA1,enla ECyenla PFC.

D2. Kavalali y Monteggia (2012) han avanzado un modelo de accién de la ketamina independiente de mTOR en el que
la inhibicion de los NMDAR desfosforila el factor de elongacion eucariota eEF2, permitiendo una rapida eliminacion de
la supresion y la traduccion de ARNm dendriticos, incluyendo BDNF. Se puede utilizar el mismo enfoque para probar
este mecanismo de accién de alfa5 GABA-NAM. Se administra a las ratas de control y susceptibles a CRS una
inyeccion de L-665, 708. Una hora mas tarde, las ratas se sacrifican y se recogen los tejidos. Las punciones de tejido
se toman del NAc, area CA 1 (separando capas dendriticas y somaticas), la EC y la PFC y se someten a transferencia
Western para la cuantificacion de BDNF y expresion de eEF2 fosforilado y total, como en Autry et al. (2011). Si la
desfosforilacion de eEF2 contribuye a las acciones de alfab GABA-NAM, después, en realizaciones especificas, el
eEF2 fosforilado disminuye y el BDNF aumenta en el tejido de ratas inyectadas con alfa5 GABA-NAM, en comparacion
con el tejido de ratas inyectadas con vehiculo. En las muestras de hipocampo, los cambios en fosfooeEF2 y BDNF
son mayores en tejido dendritico que en tejido somatico.

D3. Nestler y sus colegas han demostrado que la induccion del factor de transcripcion AFosB en neuronas espinosas
medianas que expresan D1 en el NAc en respuesta al estrés crénico es un mediador importante de la resiliencia y
puede desempeniar un papel en las acciones antidepresivas de la fluoxetina al cambiar la expresién génica y la fuerza
sinaptica (Perrotti et al., 2004; Lobo et al., 2013; Grueter et al., 2013). Se considera si la inyeccion de alfa5 GABA-
NAM también afecta la expresion de deltaFosB. Las ratas de control y susceptibles a CRS reciben una inyeccion de
L-665, 708. Una hora mas tarde, las ratas se sacrifican y se recogen los tejidos. Las punciones de tejido se toman del
NAc, en el area CA1, EC y PFC y se sometieron a transferencia Western para la cuantificacion de los niveles de
deltaFosB. Se preparan secciones a partir de estas mismas regiones y se tifien para determinar AFosB con el fin de
contar nucleos inmunorreactivos con técnicas estereolégicas (Vialou et al., 2010). Las secciones a través del cuerpo
estriado ventral se tifien conjuntamente con un anticuerpo contra el D1R, ya que la expresion de AFosB en estas
células puede ser particularmente importante para las acciones de los SSRi (Lobo et al., 2013). Similar a la fluoxetina,
en formas de realizacion especificas en animales estresados y sin estrés, alfa5 GABA-NAM afecta la expresion de
AFosB en la NAc y en otras regiones del cerebro, coherente con los estudios iniciales (FIG. 5).

Con respecto a la sensibilidad de los ensayos, el analisis de potencia basado en datos publicados anteriormente sobre
los efectos de CUS en las relaciones AMPAR: NMDAR (Kallarackal et al., 2013) sugiere que la deteccion de un tamafio
del efecto con p = 0,6 necesitaria un total de n = 21 para tener una potencia de 0,95. Estos estudios estan disefiados
para establecer una correlacion entre la restauracion de los fenotipos conductuales y sinapticos inducidos por estrés.
Dicha etapa inicial puede conducir a mas estudios especificos de sinapsis y comportamiento, y después se pueden
caracterizar otras sinapsis electrofisioldégica y bioquimicamente, particularmente en el NAc. Los resultados de los
estudios sobre las vias de sefalizacion son valiosos para disefiar intervenciones experimentales eficaces, tales como
atenuacion génica y sobreexpresion dirigidas de deltaFosB (Grueter et al., 2013), para establecer causalidad.

Por lo tanto, Se determina si la répida reversion del fenotipo conductual inducido por estrés por alfab GABA-NAM esta
acompafiada de cambios rapidos en el fenotipo sinaptico inducido por estrés. También se pueden identificar las vias
de sefalizacion a través de las cuales estdn mediados estos cambios.

Se determina que los agonistas inversos parciales del sitio de las benzodiacepinas de los GABAR que contienen
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subunidades a5 (por ejemplo) tienen eficacia antidepresiva. En una realizaciéon, los cambios sinapticos inducidos por
estrés provocan cambios conductuales inducidos por estrés. En otras realizaciones, hay un mapeo de sinapsis
especificas afectadas por estrés y la consecuencia conductual correspondiente de esa disfuncion, tal como la
correlacion entre la fuerza sinaptica TA-CA1 y la consolidacién de la memoria (Kallarackal et al., 2013).

En realizaciones especificas, se prueba si la potenciacion inducida por 5-HT1BR y la plasticidad sinaptica dependiente
de la actividad comparten mecanismos de sefalizacion comunes en las sinapsis TA-CA1. Los 5-HT1BR potencian las
sinapsis TA-CA1 mediante un fortalecimiento de las respuestas postsinapticas de AMPAR mediadas por la
fosforilacion de los AMPAR por CaMK (Cal. et al., 2013). Otra via de sefalizacion paralela, que implica ras y activacion
de ERK, también esta activada. La inhibicion de ERK bloquea la potenciacion mediada por 5-HT1BR al evitar que
CaMK pueda fosforilar los GIUA1TR.

Se puede determinar como se potencia la potenciacion de las sinapsis TA-CA 1 por 5-HT1BR después de CUS. La
magnitud de la potenciacién inducida por 5-HT1BR en las sinapsis TA-CA1 es mayor después de CUS y, en
realizaciones especificas, esto se debid a una baja fuerza inicial de las sinapsis excitatorias (Cal. et al., 2013). Esto se
confirmé con electrofisiologia y bioquimica (Kallarackal et al., 2013). La potenciacion mediada por SHT1BR también
es constante en cortes de animales con CUS, a diferencia de los controles, y esta esta mediada por una fosforilaciéon
constante de S831 de GIuA1R. En realizaciones especificas, la fosforilacion de S845 en las subunidades GIuR1 es
critica y se pueden comparar los cambios en la fosforilacion de S845 en el tejido de control y con CUS. La
administracion de corticosterona es necesaria y suficiente para imitar ambas consecuencias de CUS.

Se puede determinar por qué la potenciacion de las sinapsis TA-CA1 por 5-HT1BRs esta ausente después del
tratamiento cronico con SSRI. El tratamiento con SSRi a largo plazo elimina la potenciacion inducida por 5-HT1BR
(Cai et al., 2013). No existe evidencia de que el tratamiento crénico con fluoxetina en animales sin CUS provoque una
regulacién positiva de los AMPAR o aumentos constantes en la fuerza sinaptica, lo que indica que la falta de
respuestas a la serotonina en animales tratados crénicamente con SSRi no se debe a la maximizacién previa de la
fuerza sinaptica. Se pueden estudiar los cambios en la activacién de diversas vias del segundo mensajero en busca
de evidencia de alteraciones que puedan explicar los resultados. LTP esta ausente en ratas no tratadas previamente
a las que se les administré fluoxetina, lo que sugiere que la activacion de CaMK puede alterarse.

Se puede determinar si la activacion de 5-HT1BR y la potenciacion de las sinapsis glutamatérgicas son necesarias
para los efectos terapéuticos conductuales de los AD. Los SSRi no pueden revertir la anhedonia inducida por estrés
si los 5-HT1BR se bloquean farmacolégicamente o se desactivan. Asimismo, los SSRi no pueden revertir la anhedonia
en ratones GIuA1 S831A, lo que implica la potenciacién mediada por serotonina. Los ratones transgénicos S831A,
pero no ratones nuligénicos para 5-HT1BR, eran anheddnicos incluso en ausencia de CUS, apoyando un modelo de
depresion en el que las alteraciones cognitivas y emocionales son el resultado de una disfuncién de las sinapsis
excitatorias, en lugar de una disfuncion de la sefializacion serotoninérgica (Cai et al., 2013; Kallarackal et al., 2013).

METODOS GENERALES. Se realizan todos los estudios y se analizan todos los datos, con el experimentador 'cegado’
al tratamiento farmacoldgico, genotipo o protocolo conductual utilizado. A menos que se indique de otro modo, se
utilizan ratas macho Sprague-Dawley de 4-6 semanas de edad.

Electrofisiologia in vitro. Realizada como en Kallarackal et al. (2013). Para las relaciones AMPA:NMDA, se usa solucion
salina sin Mg2+ para producir una respuesta fuerte mediada por NMDAR. Las respuestas a AMPA se cuantifican como
la fase ascendente inicial de la respuesta (FIG. 10A). Las respuestas a NMDA se determinan después de la aplicacion
de DNQX (50 pM).

Electrofisiologia in vivo. Los microelectrodos de tungsteno (impedancias de la punta = 0,5 MQ) se implantan de manera
estereotactica en el estrato piramidal del area CA 1, en la capa Il de la EC, en la capa V de la PFC medial, o en la
cubierta del NAc y se aseguran al craneo con cemento. Después de la implantacién, las ratas se habituaran a
permanecer quietas con una ligera restriccion (un poste de metal que conecta la plataforma con un brazo rigido) en
un tubo estrecho. La actividad eléctrica en curso se registrara en ausencia de anestesia. Los potenciales de campo se
analizaran utilizando el software Spike2.

Transferencia Western. Realizada como anteriormente (Kallarackal et al., 2013) con anticuerpos comerciales.

El estrés crénico impredecible y el estrés por derrota social es como se describe en Cai et al. (2013).

Estrés cronico por restriccion. Los animales se colocan en tubos de restriccion ajustados y se ponen en jaulas con
lecho normal a la luz de la habitacion durante 4 horas diarias durante 10 dias (Lim et al., 2012), después regresaban

todas las noches a sus jaulas de alojamiento.

Alfa5 GABA-NAM, L-655,708 y MRK-0106 (Tocris) se disuelven en DMSO y después se diluyen en solucién salina
para inyeccion.

Las pruebas de preferencia por sacarosa y alimentacion suprimida por novedad fueron como se describe en Cai et al.
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(2013).

Prueba de interaccion social. Las ratas de prueba se colocan primero solas durante 3 minutos en una arena con un
pequefio corral de retencion en un extremo vacio, después se retiré durante 60 minutos y se volvié a colocar en la
arena con una nueva rata juvenil en el corral de retencion.

Se hacen grabaciones de video de la posicion de la rata en la arena y después se analizan post-hoc para calcular una
relacion de interaccion, definida como la relacion del tiempo que la rata pasa en una 'zona de interaccién' cerca del
corral de retencion con el juvenil presente y ausente (Berton et al., 2006). Se realizan multiples SIT con > 5 dias de
diferencia.

Preferencia de lugar sexual condicionada. Las ratas se someten primero a una prueba previa, 3 semanas de
condicionamiento y después una prueba de preferencia (Camacho et al., 2004). En las sesiones de prueba, cada rata
se coloca en el compartimento del medio, y el tiempo transcurrido en 2 compartimentos laterales, cada uno con pistas
visuales y lecho exclusivos, se mide durante 30 minutos para determinar la preferencia de lado. Tres veces por semana
durante 3 semanas, los machos se colocan después en el compartimento preferido durante 30 minutos directamente
desde su jaula de alojamiento con una hembra receptiva (ovariectomizada y se les administra 10 mg de benzoato de
estradiol y 2 mg de progesterona, 48 y 4h antes de las pruebas) hasta la eyaculacién. Se punttan la latencia a la
primera monta y a la intromisién. 48 horas después de la ultima cépula, la preferencia se prueba como anteriormente.

Prueba de tubo. Las ratas se alojan en parejas y reciben 2 sesiones de entrenamiento en las que se colocan en un
extremo de un tubo de 1m de largo, 5 cm de diametro, con una recompensa de comida en el otro extremo. Diez veces
al dia durante 5 dias, se colocan en extremos opuestos del tubo. La rata que sale por el extremo opuesto del tubo es
declarada ganadora. Se asigna una puntuacion a cada rata de la pareja en funcién del nimero de victorias totales. Se
considera que solo las parejas en las que una rata gana > 75 % de las pruebas tienen una dominancia suficientemente
fuerte para probar los efectos de CRS.

Marcaje de olor con orina. Las parejas de ratas se colocan en lados opuestos de una jaula dividida por una pantalla
con hojas de papel de filtro debajo. Las hojas secas se tifien con ninhidrina, que tifie las aminas en la orina, y se
fotografian. El nimero y el area de las marcas se cuantifican utilizando ImageJ (Lehmann et al., 2013).

Prueba de natacion forzada. Las ratas se colocan en un tanque de 50 cm de diametro lleno de agua a temperatura
ambiente. Se puntua la duracién de la inmovilidad durante los ultimos 4 minutos de la prueba de 6 minutos (Maeng et
al., 2008).

Prueba de preferencia por sacarosa. A las ratas se les administra una prueba de preferencia por sacarosa antes del
estrés crénico impredecible o sin estrés. La barra izquierda de los pares (negro) refleja ratas con CUS y la barra
derecha de los pares (blanco) refleja ratas sin estrés. Después de 4 semanas, la preferencia de sacarosa media
después de 4 semanas de CUS + inyecciéon de vehiculo fue significativamente menor que en el grupo sin estrés,
indicando anhedonia, (FIG. 8. ANOVA con medidas repetidas 3X2 de la interaccién grupo-tiempo F (2,18) = 12,309, p
= 0,006; * p < 0,05 frente a todos los demas grupos, prueba de Bonferroni) N = 5 ratas con CUS y N = 7 ratas sin
estrés. Después de otra semana de estrés, las ratas tratadas con L-655,708 24 horas antes tenian una preferencia
por sacarosa restaurada, indicando accién antidepresiva. Las ratas sin estrés no tuvieron una preferencia por sacarosa
significativamente diferente después de 4 o 5 semanas sin estrés.

MRK-016 revierte rapidamente la pérdida de preferencia por sacarosa y los comportamientos de interaccién social
después del estrés cronico por restriccion (FIG. 9). Después de dos semanas de estrés cronico por restriccion, las
ratas tuvieron una reduccion en la preferencia por sacarosa, que no se revirtié después del tratamiento con vehiculo
(F (3,33) = 20,63, p < 0,0001, n =12 ratas, p < 0,05 en comparacion con el valor inicial antes de CUS, prueba post-hoc
de Tukey). 24 horas después del tratamiento con MRK-016, la preferencia por sacarosa no fue significativamente
diferente de la inicial antes de la exposicidn a estrés, y este efecto continué durante 7 dias. De forma similar, las
puntuaciones de interaccion social disminuyeron significativamente después del estrés crénico y el tratamiento con
vehiculo (F = (2,14) = 11,84, p = 0,0009, n= 8 ratas). *, p < 0,05 en comparacién con el valor inicial antes de CUS,
prueba post-hoc de Tukey). Sin embargo, 24 horas después del tratamiento con MRK-016 (3 mg/kg), las puntuaciones
de interaccion social no fueron significativamente diferentes a la afeccion previa al estrés, lo que indica una rapida
accion antidepresiva. Esto continud durante 7 dias a pesar de una exposicion a estrés posterior y en los mismos
animales después de una semana adicional de CRS y 7 dias después de la inyeccion de MRK-016.

EJEMPLO 3

Los moduladores alostéricos negativos selectivos de alfa5 de los receptores GABAA ejercen una rapida accion
antidepresiva y restauran la alteracién inducida por estrés de la fuerza sinaptica excitatoria

Vision general

Los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRi) son la primera linea de tratamiento farmacolégico
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para la depresion, pero los SSRi son eficaces solamente en la mitad de los pacientes y, por lo general, tardan varias
semanas en aliviar los sintomas. La ketamina, un antagonista del receptor de NMDA, ejerce una rapida accién
antidepresiva, pero tiene efectos secundarios preocupantes. En la presente divulgacion se considerd que los agonistas
inversos parciales de benzodiacepinas ejercerian efectos similares sobre la actividad cerebral como la ketamina, pero
no ejerceria tantos efectos secundarios si se dirigiera solamente a receptores GABAA que contienen subunidades
alfab, que estan enriquecidos en el hipocampo y la corteza prefrontal. En la presente divulgacion se muestra que el
agonista inverso selectivo de alfa5 L-655,708 revirtio las alteraciones en el comportamiento hedonico en las pruebas
de preferencia por sacarosa e interaccion social producidas por dos paradigmas de estrés crénico diferentes en ratas
dentro de las 24 horas de la administracion sistémica. L-655,708 no tuvo efecto sobre el comportamiento heddnico en
animales sin estrés. La inyeccion de L-655,708 también restauré en 24 horas la fuerza de la transmisién sinaptica
excitatoria patolégicamente debilitada en la sinapsis temporoamoénica-CA1 sensible al estrés, medida
electrofisiolégicamente, y aumentoé los niveles de la subunidad GluA1 del receptor AMPA, medido con transferencia
Western. En realizaciones especificas, la capacidad del L-655,708 para restaurar la fuerza sinaptica excitatoria
subyace rapidamente a su capacidad para restaurar rapidamente las alteraciones conductuales inducidas por estrés,
evidencia de apoyo de que la disfuncién de multiples sinapsis excitatorias en las vias de recompensa cortico-
mesolimbicas contribuye, en parte, a la génesis de la depresion. Los agonistas inversos parciales del sitio receptor de
benzodiacepinas de los receptores GABAA que contienen la subunidad a5 son Gtiles como compuestos antidepresivos
de accién rapida y clinicamente viables.

Introduccion

El tratamiento de referencia actual para el tratamiento del trastorno depresivo mayor es aumentar la concentracion de
neurotransmisores monoaminicos inhibiendo su recaptacion con medicamentos tal como los inhibidores selectivos de
la recaptacion de serotonina (SSRi). Sin embargo, los SSRi son completamente eficaces solamente en la mitad de los
pacientes deprimidos (Gaynes y Warden, 2009). Ademas, la latencia de 3-8 semanas para lograr un efecto terapéutico
complica la optimizaciéon de la medicacién y retrasa el alivio sintomatico. Claramente, se necesitan terapias mas
eficaces y de accion mas rapida para reducir la carga socioeconémica de esta afeccion debilitante.

El descubrimiento de que los inhibidores de los receptores de glutamato de tipo NMDA (NMDAR), tal como la ketamina,
ejercen una rapida accién antidepresiva (Trullas y Skolnick, 1990; Berman et al., 2000; Zarate et al., 2006) ha dado
lugar a una reevaluacion de las causas de la depresion y las posibles dianas de los antidepresivos.
Desafortunadamente, existe la preocupacién de que las propiedades adictivas y psicotomiméticas de la ketamina le
impidan alcanzar su potencial para tratar la depresidon en seres humanos (Machado-Vieira et al., 2009). La ketamina
también produce una rapida respuesta conductual similar a un antidepresivo en roedores sometidos a estrés crénico
(Maeng et al., 2008; Autry et al., 2011; Li et al., 2010; 2011). Esto ha proporcionado informacién mecanicista critica
sobre cédmo se pueden producir acciones antidepresivas rapidas y ha generado esperanzas de que se puedan
desarrollar nuevos farmacos que se dirijan a los mismos mecanismos efectores, sin las desventajas de la ketamina.

Un elemento comun que vincula las acciones terapéuticas de los antidepresivos, incluidos los SSRi (Cai et al., 2013),
ketamina (Pittenger y Duman, 2008; Kavalali y Monteggia, 2012; Abdallah et al., 2014) y escopolamina (Voleti et al.,
2013), son sus efectos compartidos sobre las sinapsis excitatorias en los circuitos de recompensa cortico-
mesolimbicos. El estrés crénico produce cambios en el comportamiento similares a los de la depresion, asi como
efectos perjudiciales sobre la estructura y funcion sinapticas excitatorias en multiples regiones del cerebro que estan
asociadas con las facultades cognitivas, la recompensa y el estado de animo, incluido el hipocampo (McEwen, 2000;
Kallarackal et al., 2013), la corteza prefrontal (PFC) (Yuen et al., 2012; Pittenger y Duman, 2008) y el nucleo
accumbens (NAc) (Lim et al., 2012). En cambio, la ketamina, la serotonina y los SSRi promueven la transmision
sinaptica excitatoria y revierten los efectos del estrés crénico en estas mismas areas (Pittenger y Duman, 2008; Li et
al., 2010; Autry et al., 2011; Cai et al., 2013).

Aunque los mecanismos que subyacen a la rapida accion antidepresiva de la ketamina permanecen en investigacion
activa, una hipotesis es que ésta suprime la excitacién de interneuronas inhibidoras mediada por NMDAR (Moghaddam
et al., 1997; Farber et al., 1998; Homayoun y Moghaddam, 2007; Abdallah et al., 2014; cf. however: Autry et al., 2011).
Esto da como resultado una desinhibicion leve de la poblacion neuronal. Probablemente debido a este aumento en la
actividad de la red, un breve periodo de administracion de ketamina desencadena varios procesos dependientes de
la actividad, tal como la induccién de potenciacion a largo plazo, el aumento de la expresion del gen delta-FosB
temprano inmediato y actividad alterada de las vias de sefalizacion de mTOR y/o eEF2. En ultima instancia, esto
conduce a la rapida induccién de genes relacionados con la sinapsis, al aumento de la sintesis de proteinas sinapticas
(Li et al., 2010; Autry et al., 2011), la restauracion de la fuerza sinaptica normal y la mejora constante de los signos y
sintomas depresivos. Estos resultados indican que, en Ultima instancia, es el leve aumento de la actividad en los
circuitos neuronales del prosencéfalo el mecanismo clave mediante el cual la ketamina ejerce sus rapidas acciones
terapéuticas antidepresivas.

Basandose en esta consideracion, los inventores buscaron identificar otros compuestos que pudieran desencadenar
aumentos leves en la actividad neuronal, tal como la ketamina. Los agonistas inversos parciales en el sitio de las
benzodiacepinas de los receptores de tipo A del acido y-aminobutirico (GABAAR) son moduladores alostéricos
negativos que se ha demostrado que promueven una actividad de red coherente (Hajos et al., 2004). Los GABAaAR
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que contienen la subunidad a5 se expresan exclusivamente por neuronas corticales prefrontales y células piramidales
del hipocampo, ofreciendo los medios para dirigir selectivamente las entradas corticales a los circuitos mesolimbicos,
minimizando asi los efectos secundarios psicotomiméticos y sedantes. L-655,708 es uno de esos agonistas inversos
parciales de los sitios de las benzodiacepinas de los GABAAR con una selectividad de 10 a 100 veces mayor para los
GABAAR que contienen la subunidad alfa5 (Atack et al., 2005; 2006). Los agonistas inversos selectivos de alfa5 del
sitio de las benzodiacepinas no son epileptogénicos, alucindgenos ni ansiogénicos en seres humanos (Atack et al.,
2009).

Se considerd que L-655,708 ejerceria una rapida accion antidepresiva mediante convergencia sobre los mecanismos
efectores aguas abajo de la ketamina y, por lo tanto, se predijo que un solo tratamiento de L-655,708 revertiria
rapidamente (< 24 horas) los cambios crénicos inducidos por estrés tanto en el comportamiento hedénico como en la
transmision sinaptica excitatoria en la sinapsis arquetipica sensible al estrés entre aferentes temporoamonicas (TA )y
las dendritas distales de las células piramidales CA1.

Materiales y métodos

Estrés crénico por restriccion (CRS). Se colocaron ratas macho Sprague Dawley (de 4 a 5 semanas de edad; Harlan
Laboratories) en tubos de restriccién de tamafo adecuado, restringiendo mucho su movimiento durante periodos de
cuatro horas en un laboratorio bien iluminado, todos los dias durante diez dias durante la fase luminosa de su ciclo
diurno (Lim et al., 2012).

Estrés crénico impredecible (CUS). Se dividieron aleatoriamente ratas macho Sprague-Dawley (4 - 5 semanas de
edad; Harlan Laboratories) en grupos de control y con CUS. Las ratas del grupo con CUS se alojaron individualmente.
Los animales con CUS se trataron con dos factores estresantes leves todos los dias durante 5-6 semanas durante su
fase luminosa (Willner et al., 1987). Los factores estresantes se ciclaron aleatoriamente para potenciar la
imprevisibilidad. Los factores estresantes fueron: natacién forzada, en la que las ratas se colocaron en una palangana
que contenia agua fria durante 5 minutos; iluminacion estroboscépica, en oscuridad total de otor modo durante 30
minutos; restriccion, durante la cual las ratas se colocaron en tubos de restriccion de tamafio apropiado durante 30
minutos; exposicién al ruido blanco durante 30 minutos; y privacion de comida o agua durante 14 horas que abarcan
la fase oscura.

Prueba de preferencia por sacarosa (SPT). A las ratas se les dio a elegir entre dos botellas que contenian agua del
grifo o una solucion de sacarosa al 1 % (Rygula et al., 2006). Las pruebas se realizaron durante la noche (16 horas),
incluida la duracién completa de su fase oscura. Los animales se entrenaron primero con ambas botellas mientras
estaban alojados en grupo. Para pruebas posteriores, incluso durante el periodo inicial, los animales se alojaron
individualmente. La preferencia por sacarosa se calculé como la cantidad de solucién de sacarosa consumida como
porcentaje de la cantidad total de liquido consumido. Para determinar los efectos del L-655,708, solamente se utilizaron
ratas sin estrés que demostraron una preferencia por sacarosa > 75 % al inicio.

Test de interaccion social (SIT). Como se describié anteriormente (Berton et al., 2006), las ratas se colocaron en un
recinto de plastico (82 x 82 cm) con una rejilla de cuadrados de 5x5 (16,4 x 16,4 cm) visible debajo del piso de plastico
transparente. Se colocé una pequeia caja de plastico perforada translucida (20 x 16 cm) contra el centro de una pared
de la arena. Durante las condiciones de prueba, se utilizé iluminacién fluorescente blanca superior para iluminar la
arena. Se utilizé una camara de video colocada a 170 cm sobre el suelo de la arena para seguir los movimientos de
las ratas durante el experimento.

Cada prueba consistié en una prueba de "diana-ausente" seguida de un ensayo de "diana-presente". Durante la
prueba, se colocd una rata de prueba individual en el centro de la arena y, después de 30 s de adaptacion, los
movimientos de la rata se registraron con la camara de video durante 2,5 minutos. Después del ensayo de "diana-
ausente", la rata de prueba se saco de la arena y se volvié a colocar en su jaula de alojamiento. Para el ensayo "diana-
presente”, una rata juvenil nueva (3-6 semanas de edad; siempre mas joven que la rata que se estaba probando) se
colocé en la caja interna en un extremo de la arena y, después de tres minutos, la rata de prueba se devolvio al centro
de la arena y se filmoé durante 2,5 minutos. Se sacaron ambas ratas y se limpiaron la arena de prueba y la caja interna
con etanol al 70 % antes de probar la siguiente rata. Ninguna rata de prueba se encontr6 con la misma rata diana mas
de una vez.

Los resultados se cuantificaron como el porcentaje de tiempo transcurrido en la "zona de interaccion" (los cinco
cuadrados de la cuadricula que rodean inmediatamente la jaula de plastico) medido para los ensayos de "diana-
ausente" y "diana-presente”. Estos porcentajes se utilizaron después para calcular una relacién de interaccion, que es
el porcentaje de tiempo transcurrido en la "zona de interaccion" durante la prueba "diana-presente” dividido por el de
"diana-ausente".

Electrofisiologia de los cortes a corto plazo. Se utilizaron métodos convencionales para preparar cortes transversales
de hipocampo de 400 um de espesor. La solucion salina de diseccion y registro contenia: NaCl 124 mM, KCI 3 mM,
NaH2PO4 1,25 mM, MgSO4 1,5 mM, CaClz 2,5 mM, NaHCOs3 26 mM, y glucosa 10 mM, burbujeado con O2 al 95
%/COz2 al 5 %. A continuacion, los cortes se transfirieron a una camara de registro de tipo inmersién y se perfundieron
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a 0,5 - 2 ml/min a 20-22 °C. Se incluyeron en picrotoxina (100 yuM) y CGP52432 (2 uM) para bloquear los receptores
GABAx y GABAg y la regién CAS3 se elimind con un bisturi. Debido a que las sinapsis TA-CA1 estan electrotonicamente
alejadas de los somas de células CA1, se utilizd el registro extracelular de los potenciales postsinapticos excitatorios
de campo local (fEPSP). Las pipetas de registro (3-5 Mw) contenian solucion salina extracelular y se colocaron en
estrato lacunoso molecular (SLM) para registrar las respuestas TA-CA1. Los fEPSP se amplificaron 1000X, se filtraron
a 3 kHz y se digitalizaron a 10 kHz. Se colocaron electrodos de tungsteno bipolares concéntricos a > 500 ym de los
electrodos estimulantes en SLM para aferentes de TA. Se suministraron estimulos (100 ps) a 0,05 Hz.

Como en el trabajo anterior (Kallarackal et al., 2013), se us6 solucion salina sin Mg2+ para producir un componente
fuerte mediado por NMDAR de los fEPSP para la cuantificacion de la excitacion sinaptica mediada por AMPAR. Se
promediaron 3-5 respuestas consecutivas y se calculd la pendiente de fEPSP en una ventana de 1-3 ms. Para las
respuestas mediadas por AMPAR, la ventana se fijé en la fase ascendente inicial de la respuesta, 2-5 ms después de
su inicio. Para respuestas de NMDA, se aplicé en bafio DNQX (50 uM) durante 15 min y se calculd la pendiente en
una ventana de 3-5 ms en la fase ascendente de la respuesta, 5-10 ms después de su inicio.

Se provocaron respuestas en una gama de intensidades de estimulacion antes y después de la aplicacion de DNQX.
Las respuestas se compararon primero entre los cortes normalizandolos a la amplitud de la descarga de fibras. La
parte lineal de la relacion entre la pendiente de respuesta y la amplitud de FV se ajusté con una linea recta y las
pendientes de las lineas ajustadas se compararon entre condiciones, como se ha realizado anteriormente (Kallarackal
et al.,, 2013). Los inventores también normalizaron la pendiente de las respuestas mediadas por AMPAR a la pendiente
de la respuesta mediada por NMDAR, eligiendo trazos que tuvieran una descarga de fibras mas cercana a 0,2 mV de
amplitud.

Transferencia Western. Se diseccionaron punciones de tejido SLM (1 mm de diametro) del area CA1 en cortes de
hipocampo y se combinaron (3-4 punciones/muestra). Las membranas se sondaron con anticuerpos dirigidos contra
GluA1 (Millipore Bioscience Research Reagents) y B-actina (tecnologia de sefalizacion celular). Los niveles de
proteinas se expresan como la relacion entre la intensidad normalizada y la intensidad de la B-actina, como se ha
realizado anteriormente (Kallarackal et al., 2013).

Farmacos/estadisticas. L-655,708 se adquiridé de Tocris Bioscience (R&D Systems, Minneapolis, MN) y se preparé a
una concentracion de 5 mM en solucion salina al 75 %/DMSO al 25 %. La dosis utilizada en este estudio (0,7 mg/kg
i.p.) se tomé del estudio de Martin et al (2009), en el que se demostré que L-655,708 revierte las propiedades
amnésicas del etomidato anestésico; un signo positivo de su eficacia en el cerebro. Esta dosis es suficiente para
ocupar aproximadamente el 70 % de los sitios de unién del prosencéfalo (Atack et al., 2005)

Toda la cuantificacién y andlisis de resultados conductuales, electrofisiolégicos y de transferencia Western se
realizaron con el experimentador cegado a la afeccién del animal, muestra de tejido o proteina. Los datos se
compararon primero con un andlisis de varianza, seguido de pruebas de comparacion post-hoc por pares utilizando el
software SPSS.

Resultados ilustrativos
Reversion rapida de los cambios inducidos por estrés en el comportamiento heddénico por L-655,708

Varios comportamientos hedénicos en roedores son sensibles al estrés cronico y se restauran por administracion
cronica, pero no a corto plazo, de SSRi, proporcionando un medio para detectar posibles compuestos antidepresivos.
En primer lugar, se determiné si L-655,708 restauraria rapidamente (<24 horas) el comportamiento hedénico normal
después de estrés crénico por restriccion (Watanabe et al., 1992; Lim et al., 2012), coherente con las acciones rapidas
de tipo antidepresivo de la ketamina (Li et al., 2011). Primero se hicieron mediciones iniciales de interaccion social y
preferencia por sacarosa, y después se sometieron ratas de 4-5 semanas a diez dias de CRS. En la culminacion del
tratamiento con CRS, se inyectaron ratas con cualquier vehiculo (solucion salina al 75 %, DMSO al 25 %; i.p.) o L-
655,708 (0,7 mg/kg, i.p.). Las pruebas de interaccion social y la preferencia por sacarosa se repitieron a continuacion,
24 horas después de la inyeccion. El estrés crénico por restriccién produjo una disminucion en la relacion de interaccién
social en ratas con CRS inyectadas con vehiculo en comparacion con todos los demés grupos, mientras que la relacion
de interaccion social en las ratas inyectadas con L-655,708 no fue significativamente diferente del valor inicial (F (1,12)
= 2,85, p=0,115; n = 7 inyectadas con vehiculo, 7 inyectadas con L-655,708) (FIG. 6A). De forma similar, hubo una
disminucion significativa en la preferencia por sacarosa en ratas que recibieron una inyeccion de vehiculo en
comparacién con su valor inicial previo al estrés, mientras que las ratas estresadas a las que se les administré L-
655,708 mostraron niveles de preferencia por sacarosa que no fueron diferentes de su valor inicial previo al estrés
(ANOVA con medidas repetidas 2x2: F(1,11)= 7,514, p= 0,019)(FIG. 6B). Estos cambios conductuales son coherentes
con descripciones previas de SSRi crénicos (Cai et al., 2013) y ketamina a corto plazo (Li et al., 2011).

A fin de determinar si la rapida reversion de los cambios en el comportamiento inducidos por el estrés por L-655,708
era especifica de los procedimientos de CRS, estos experimentos se repitieron utilizando otro paradigma de estrés
cronico psicologico, estrés crénico impredecible (CUS) (Willner et al., 1987). Las pruebas de interaccion social se
realizaron en tres puntos temporales secuenciales (FIG.7): antes de CUS (valor inicial), después de 4 semanas de
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CUS y una inyeccion de la solucién de vehiculo 24 horas antes, y después de una semana adicional de CUS y una
inyeccion de L-655,708 24 horas antes (0,7 mg/kg, i.p.). La relacién media de interaccion social fue significativamente
menor en ratas sometidas a CUS que recibieron una inyeccién de vehiculo en comparacion con las ratas tanto al inicio
y sin estrés (ANOVA con medidas repetidas 3X2 de la interaccion grupo-tiempo: F(2,50)= 6,538, p=0,005; n = 18 CUS,
9 ratas sin estrés) (Figura 10A), coherente con descripciones previas de cambios conductuales inducidos por estrés
(Berton et al., 2006). 24 horas después de una sola inyeccién de L-655,708, la interaccion social en 14 de las 18 ratas
con CUS se revirtié a niveles que no eran significativamente diferentes del valor inicial o las respuestas previos al
estrés en animales no estresados (Figura 7B, simbolos negros). Las cuatro ratas con CUS inyectadas con L-655,708
que no mostraron un aumento en la interaccion social parecieron en gran parte resistentes a los procedimientos con
CUS (Figura 7B, simbolos grises).

L-655,708 no tuvo un efecto significativo en el tiempo que las ratas transcurrieron en la zona de interaccién en la
condicion de ausencia de diana después de CUS (F (2,23) = 1,484, p = 0,248) o CRS (F (1,10) = 0,971, p = 0,348),
asi como en animales sin estrés, indicando que no indujo efectos inespecificos duraderos sobre la conducta
locomotora que podrian explicar sus efectos sobre la relacion de interaccion social (FIG. 12).

Las ratas sin estrés no mostraron cambios en la preferencia por sacarosa ni en la interaccion social 24 horas después
de la inyeccion bien con L-655,708 o con solucion salina (FIG. 7C y 7D).

Considerados en conjunto, estos datos muestran que L-655,708 revirtié los cambios conductuales de tipo depresivo
inducidos por estrés crénico en menos de 24 horas de una manera independiente del modelo. La administracion de L-
655,708 no produjo ningun cambio en el comportamiento de los animales sin estrés en estas pruebas.

Reversion rapida del debilitamiento inducido por estrés de la transmision sinaptica excitatoria por L-655,708

El estrés crénico induce una reduccién en la transmision sinaptica excitatoria en muchos nucleos cortico-mesolimbicos,
incluyendo sinapsis TA-CA1 en el hipocampo (Kallarackal et al., 2013). La administracién crénica, pero no a corto
plazo, de fluoxetina restaura su fuerza con un curso de tiempo que es comparable con la restauracién conductual (Cai
et al.,, 2013). Por lo tanto, se examind la transmision sinaptica TA-CA1 para preguntar si el L-655,708 revertiria un
fenotipo sinaptico inducido por estrés tan rapidamente como revertia los cambios conductuales inducidos por estrés.

Los inventores utilizaron un registro electrofisioldgico extracelular de fEPSP en las sinapsis TA-CA1 en SLM del area
CA1 en cortes de cerebro preparados a partir de ratas sin estrés, ratas sometidas a diez dias de CRS y que recibieron
una inyeccioén de vehiculo 24 horas antes, y ratas sometidas a diez dias de CRS y que recibieron una inyeccion de L-
655,708 24 horas antes (0,7 mg/kg, i.p.). Estas fueron las mismas ratas utilizadas para los analisis conductuales en la
FIG. 6. Se registraron los fEPSP en ACSF que carecia de Mg2+ afiadido para desbloquear los receptores de NMDA.
Se cuantificé primero la pendiente del componente AMPAR del fEPSP provocado en un intervalo de intensidades de
estimulacion en funcion de la amplitud de la descarga de fibras (FV), una medida del numero de sinapsis activadas.
Después se aplico DNQX para bloquear la transmisién mediada por AMPAR y provocé una serie de respuestas
mediadas por NMDAR en el mismo intervalo de intensidades de estimulacion, como en un estudio anterior (Kallarackal
etal., 2013).

Hubo una disminucioén en la pendiente del componente mediado por AMPAR del fEPSP entre todas las intensidades
de estimulacion en cortes de ratas sometidas a CRS y que recibieron una inyeccién de vehiculo, en comparacién con
cortes de ratas sin estrés y cortes de ratas sometidas a CRS y que recibieron una inyeccion de L-655,708 (ANOVA de
una via: F(2,17) = 3,675, p= 0,047; n = 5 sin estrés, 8 con CRS + vehiculo, 7 con CRS + L-655,708) (FIG. 10A y 10B).
No hubo diferencia correspondiente en la pendiente del componente NMDA del fEPSP en estas condiciones (F (2,17)
= 0,549, p = 0,588) (FIG. 10A y 10B). Se calcul6 una relacion AMPA:NMDA para cada corte usando la pendiente de
la respuesta provocada cuando la FV era aprox. 0,2 mV de amplitud antes y después de la aplicacion de DNQX. La
relacion AMPA:NMDA fue significativamente mayor en cortes de ratas con CRS inyectadas con L-655,708 24 horas
antes, en comparacion con los animales tratados con vehiculo sometidos a CRS (p < 0,05 LSD post-hoc), y no fue
diferente de las respuestas en el tejido de ratas sin estrés (ANOVA de una via: F(2,17) = 4,345, p = 0,03)(FIG. 10C).

Estos resultados replican las observaciones anteriores de que la sefializaciéon mediada por AMPAR, pero no la
sefalizacion mediada por NMDAR, se ve alterada por el estrés cronico en las sinapsis TA-CA1 y ahora se ha
demostrado que esta alteracion puede revertirse rapidamente mediante el tratamiento con L-655,708. La eficacia
conductual antidepresiva de L-655,708 se asocia con una restauracion de la neurotransmision excitatoria en esta
sinapsis sensible al estrés.

La reversion rapida de la regulacion negativa inducida por estrés de la expresion de GluA1 por L-655,708
la restauracion de la transmision mediada por AMPAR alterada por estrés producida por el tratamiento con SSRi
cronicos (Kallarackal et al., 2013) o con ketamina (Li et al., 2011) se asocia con un aumento en la expresion de la

subunidad GluA1 del AMPAR. Se considero si el L-655,708 también restauraria la expresion de GluA1 tan rapidamente
como revierte los fenotipos conductuales y sinapticos inducidos por estrés.
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El tejido del SLM se recogié de los cortes tomados de ratas sin estrés, ratas sometidas a diez dias de CRS y que
recibieron una inyecciéon de vehiculo 24 horas antes, y ratas sometidas a diez dias de CRS y que recibieron una
inyeccion de L-655,708 24 horas antes (0,7 mg/kg, i.p.). Estas fueron las mismas ratas utilizadas en la FIG. 6. Como
se informé anteriormente para CUS, las ratas sometidas a CRS e inyectadas con vehiculo mostraron un nivel
significativamente menor de proteina GluA1 en SLM en comparacion con las ratas de control sin estrés (prueba H de
Kruskal-Wallis: x2(2) = 10,62, p = 0,0049; n = 6 ratas sin estrés, 6 con CRS + vehiculo, 8 con CRS + L-655,708) (FIG.
11). Por el contrario, las ratas estresadas inyectadas con L-655,708 24 horas antes mostraron niveles de GluA1 que
no eran significativamente diferentes a los niveles en los controles sin estrés.

Estos resultados demuestran que la disminucién inducida por el estrés en la expresion de la proteina GIuA1, que se
correlaciona tanto con la transmision sinaptica excitatoria debilitada en las sinapsis TA-CA1 como con los
comportamientos hedodnicos alterados, se revierte rapidamente mediante el tratamiento con L-655,708. El agonista
inverso selectivo de la subunidad a5 de las benzodiacepinas L-655,708 muestra por tanto eficacia antidepresiva con
criterios de valoraciéon conductuales, electrofisiologicos y moleculares.

Importancia de determinadas realizaciones

En el presente documento se describe que L-655,708, un agonista inverso parcial en el sitio de las benzodiacepinas
del GABAAR que es altamente selectivo para receptores que contienen subunidades alfa5, revierte los fenotipos
conductuales y sinapticos producidos por dos paradigmas de estrés crénico diferentes dentro de las 24 horas de una
sola administracion sistémica.

Los comportamientos del apetito motivados, evaluados en las pruebas de interaccion social y de preferencia por
sacarosa evaluan las propiedades hedonicas de dos estimulos distintos, comida y sociabilidad. Tanto en las pruebas
de preferencia por sacarosa como en las de interaccion social, las ratas deben responder de manera activa para
mostrar los altos niveles de preferencia por sacarosa e interaccion social que se observan normalmente. Se sabe que
el estrés cronico disminuye las propiedades de recompensa de una variedad de estimulos naturales y no naturales en
roedores, incluyendo su alta preferencia por la solucion apetecible que contiene sacarosa (Pothion et al., 2004) y el
valor de recompensa de manera natural de las interacciones sociales (Berton et al., 2006). La pérdida de las
propiedades de recompensa de estos estimulos se considera analoga a la anhedonia, o la incapacidad de
experimentar recompensa, un sintoma central de la depresion en seres humanos. De manera importante, el
comportamiento normal tanto en la prueba de preferencia por sacarosa (Rygula et al., 2006) como en la prueba de
interaccion social (Berton et al., 2006) se restauran con administracion créonica de SSRI, pero no a corto plazo,
proporcionando asi una fuerte indicacidon prondstica de la posible eficacia antidepresiva en seres humanos de L-
655,078 u otros agonistas inversos selectivos de alfa5 del sitio de las benzodiacepinas.

Receptores GABAA que contienen alfa5 como diana de un farmaco antidepresivo. Los receptores GABAa son canales
iGnicos heteropentaméricos, que mas comunmente contienen subunidades alfa, beta y gamma en una estequiometria
2:2:1 (Sieghart y Sperk, 2002). La interfaz entre una subunidad gamma2 y una subunidad a forma el receptor de
benzodiacepinas, un sitio de modulacion alostérica que altera la apertura del canal y la funcion de GABAAR. Ademas
de los agonistas de las benzodiacepinas (moduladores positivos), existen agonistas inversos que actuan en el sitio de
las benzodiacepinas para disminuir la funcion de los receptores GABAa (moduladores negativos). La identidad
molecular de la subunidad a en el sitio receptor de benzodiacepinas determina su perfil farmacoldgico. Los GABAAR
que contienen subunidades a1 median los efectos sedantes y amnésicos de las benzodiacepinas preferentemente,
mientras que los GABaAR que contienen subunidades a2 y a3 median sus efectos ansioliticos (Rudolph et al., 1999;
Mohler et al., 2002). Los agonistas inversos parciales con baja afinidad por estos subtipos de receptores ofrecen la
posible ventaja de un intervalo de concentracion terapéutica mas amplio y una menor probabilidad de producir efectos
secundarios negativos, tales como ansiedad o descarga epileptiforme.

El ARNm de la subunidad a5 es abundante en las células piramidales del hipocampo y las capas profundas de la
neocorteza, y los GABAAR que contienen a5 se localizan en sitios sinapticos y extrasinapticos en las dendritas (Fritschy
y Mohler, 1995; Wainwright et al., 2000; Serwanski et al., 2006). Los GABAaAR que contienen a5 median la inhibicién
ténica (Caraiscos et al., 2004) y reducen la excitabilidad de las células piramidales (Bonin et al., 2006), por lo que los
moduladores alostéricos negativos de los GABAAR que contienen a5 deben promover una actividad coherente (Hajos
et al., 2004; Towers et al., 2004). Los farmacos dirigidos a estos receptores son, por tanto, un medio atractivo para
alterar selectivamente la actividad dentro de los circuitos cortico-mesolimbicos sin alterar la actividad en otros circuitos.
De hecho, la eliminacion del gen a5 altera el aprendizaje en tareas dependientes del hipocampo, pero no en las
independientes del hipocampo (Collinson et al., 2002). Curiosamente, las subunidades alfa5 se regulan positivamente
en ratones después del estrés cronico (Matsumoto et al., 2007), lo que sugiere un papel de las subunidades alfa5 en
los déficits cognitivos asociados con el estrés cronico y la depresion, en realizaciones particulares.

Mecanismos de accion del L-655,708. La observacion de que L-655,708 restaura rapidamente la transmision
excitatoria mediada por AMPAR debilitada patoldogicamente en las sinapsis TACA1 del hipocampo indica un
mecanismo probable por el cual L-655,708 ejerce su eficacia antidepresiva en las pruebas conductuales. Los SSRi
(Cai et al., 2013), la ketamina (Autry et al., 2011; Li et al., 2010) y L-655,708, potencian todos la fuerza sinaptica
excitatoria en multiples sitios dentro del circuito de recompensa cortico-mesolimbico, proporcionando asi un fuerte
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apoyo para una asociacion entre la restauracion de la fuerza sinaptica excitatoria y la reversion de los fenotipos
conductuales depresivos (Duman, 2014). Las sinapsis TA-CA1 no son Unicamente sensibles al estrés ni responden a
los antidepresivos, pero sirven como un arquetipo conveniente de cambios inducidos por estrés que probablemente
estan produciéndose en muchas sinapsis en el circuito de recompensa cortico-mesolimbico (Lim et al., 2012; Yuen et
al., 2012). Es probable que el efecto neto de este debilitamiento sea una disfuncién en el procesamiento de los
estimulos de recompensa que pueden subyacer a los sintomas comunes de la depresion, tal como la anhedonia
(Nestler y Carlezon, 2006). La restauracién de la fuerza de estas sinapsis mediante antidepresivos eficaces deberia
restaurar las respuestas normales a los estimulos de recompensa (Belujon y Grace, 2014).

La administracion a corto plazo de ketamina mejora el estado de animo y reduce los sintomas depresivos en 1-2 horas
en seres humanos y estos efectos continuan hasta durante dos semanas. De forma similar, la ketamina restaura la
preferencia por sacarosa y los comportamientos de alimentacién suprimida por novedad rapidamente (24 horas) en
animales con estrés cronico (Li et al., 2011). Los efectos terapéuticos de la ketamina se inducen durante el breve
periodo (aproximadamente 1-2 horas) cuando esta presente en el cerebro en concentraciones suficientes para inhibir
los NMDAR, desencadenando el alivio de los sintomas que contintan durante dias después de que el cuerpo la
elimine. Durante esta fase de induccion, la ketamina puede reducir preferentemente la excitacion de las interneuronas
inhibidoras GABAérgicas (Dwyer y Duman, 2013; Farber et al., 1998; Homayoun y Moghaddam, 2007), produciendo
asi una leve desinhibicion de la poblacién neuronal y una mayor actividad en el hipocampo, corteza entorrinal, NAc y
PFC, como se observa en roedores (p. €j., Kittelberger et al., 2012; Middleton et al., 2008; Cazar et al., 2011) y en
seres humanos (Cornwell et al., 2012; Driesen et al., 2013). Esta actividad va acompafiada de una oleada de liberacion
de glutamato detectable neuroquimicamente en la PFC y en el NAc (Lorrain et al., 2003; Moghaddam et al., 1997;
Razoux et al., 2007). Los agonistas inversos de benzodiacepinas selectivos de a5 también producen una desinhibicion
leve a través de sus acciones alostéricas negativas y, por lo tanto, también deberian desencadenar una mayor
coherencia en la actividad oscilatoria, como se ha observado después de la inyeccion de agonistas inversos de
benzodiacepinas no selectivos (Hajos et al., 2004).

En realizaciones especificas, la capacidad tanto de L-655,708 como de la ketamina para promover la actividad explica
su eficacia antidepresiva compartida porque dicha actividad fortalece las sinapsis excitatorias mediante la
convergencia en vias de sefializacién dependientes de la actividad comunes. Los posibles procesos dependientes de
la actividad incluyen un aumento en la sefializacion de BDNF, la activacién de la sefializacion de mTOR y la sintesis
de proteinas (Autry et al., 2011; Li et al., 2010; 2011). También es probable que un aumento en la actividad del circuito
coherente promueva la induccién de potenciacion a largo plazo (por ejemplo, Huerta y Lisman, 1993). Se ha
demostrado que todos estos procesos dependientes de la actividad fortalecen las sinapsis excitatorias. De hecho, la
administracion de L-655,708 desencadena un rapido aumento en los niveles de proteina GIuA1 en las dendritas
distales de las células piramidales CA1, coincidiendo con un aumento en la excitacion sinaptica mediada por AMPAR.
Curiosamente, la administracién crénica, pero no a corto plazo, de SSRi también promueve los niveles de proteina
GIuA1 en esta misma region (Kallarackal et al., 2013), que esta densamente inervado con terminales serotoninérgicas.

Potencial terapéutico. Debido a que la desinhibicion promueve la induccién de la potenciacion a largo plazo, la presunta
base celular de la memoria, los agonistas inversos parciales de los GABAAR que contienen subunidades a5 se han
desarrollado como potenciadores cognitivos (Ballard et al., 2009; Quirk et al., 1996; Atack et al., 2006; 2009). A
diferencia de los agonistas inversos de benzodiacepinas no selectivos, estos compuestos no son ansiogénicos,
alucindgeno o epileptogénicos en seres humanos (Atack et al., 2009).

Aunque los SSRi son razonablemente seguros y bien tolerados, y no son adictivos, son eficaces solamente en un
subconjunto de pacientes y solamente después de un plazo de semanas a meses. La ketamina, por otro lado, ejerce
una rapida accion antidepresiva en la mayoria de los pacientes, pero su viabilidad terapéutica esta extremadamente
limitada a sus propiedades disociativas y anestésicas, asi como su capacidad de abuso y sobredosis. L-655,708 revirtio
los cambios conductuales inducidos por estrés y restauro la fuerza sinaptica excitatoria mediada por AMPAR en dos
modelos de roedores bien validados de eficacia antidepresiva, tal como los SSRi y la ketamina. Debido a que estos
efectos se indujeron dentro de las 24 horas posteriores a una sola inyeccion sistémica, en realizaciones particulares,
Los agonistas inversos parciales de receptores de benzodiacepinas que actian sobre los GABAAR que contienen la
subunidad alfa5 representan un tratamiento novedoso, de accidén rapida, eficaz y clinicamente viable para la depresién
en seres humanos.
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REIVINDICACIONES

1. Un modulador negativo de un receptor GABAA, para su uso en un método para tratar o prevenir o mejorar al menos
un sintoma de una afeccién médica en un individuo, comprendiendo el método la etapa de proporcionar al individuo
una cantidad terapéuticamente eficaz del modulador negativo de un receptor GABAAa, en donde la afecciéon médica se
selecciona del grupo que consiste en un trastorno relacionado con la depresién; tendencias suicidas; y una
combinacién de los mismos, en donde el modulador negativo del receptor GABAa es un agonista inverso parcial de
un receptor GABAA que comprende una subunidad a5.

2. Un modulador negativo de un receptor GABAA de acuerdo con la reivindicacién 1, para su uso como se define en
dicha reivindicacion, en donde el comienzo de la mejora de uno o mas sintomas relacionados con la depresién se
produce en horas, dias o semanas.

3. Un modulador negativo de un receptor GABAa de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, para su uso
como se define en dicha reivindicacion, en donde el trastorno relacionado con la depresion es el trastorno depresivo
mayor (MDD); distimia; trastorno ciclotimico; trastorno afectivo estacional/depresion estacional; depresion después de
una lesién cerebral traumatica; depresion posparto; trastorno disférico premenstrual; sintomas depresivos asociados
con la menopausia; depresion después de abuso/abstinencia de sustancias; trastorno bipolar; trastorno bipolar en
remision; o episodios depresivos del trastorno bipolar.

4. Un modulador negativo de un receptor GABAA de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, para su uso
como se define en dicha reivindicaciéon, en donde el individuo tiene un trastorno de la personalidad por evitacion;
trastorno antisocial de la personalidad; trastorno limite de la personalidad; trastorno de conducta; trastorno
dependiente de la personalidad; trastorno depresivo de la personalidad; trastorno histrionico de la personalidad;
trastorno narcisista de la personalidad; trastorno negativista de la personalidad; trastorno obsesivo-compulsivo de la
personalidad; trastorno paranoide de la personalidad; trastorno esquizoide de la personalidad; o trastorno esquizotipico
de la personalidad.

5. Un modulador negativo de un receptor GABAa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para su
uso como se define en dicha reivindicacion, en donde el individuo ha sido diagnosticado con la afeccién médica.

6. Un modulador negativo de un receptor GABAA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para su
uso como se define en dicha reivindicacion, en donde el individuo no ha sido diagnosticado con la afeccion médica.

7. Un modulador negativo de un receptor GABAA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, para su
uso como se define en dicha reivindicacion, en donde el agonista inverso parcial de un receptor GABAa que comprende
una subunidad a5 es L-655,708, RO4938581, CP-457,920, MRK-016, RG-1662, o una combinacion de los mismos.

8. Un modulador negativo de un receptor GABAA de acuerdo con la reivindicacion 7, para su uso como se define en
dicha reivindicacion, en donde el agonista inverso parcial es L-655,708.

9. Un modulador negativo de un receptor GABAA de acuerdo con la reivindicacion 7, para su uso como se define en
dicha reivindicacion, en donde el agonista inverso parcial es RO4938581.

10. Un modulador negativo de un receptor GABAa de acuerdo con la reivindicacion 7, para su uso como se define en
dicha reivindicacion, en donde el agonista inverso parcial es CP-457,920.

11. Un modulador negativo de un receptor GABAA de acuerdo con la reivindicacion 7, para su uso como se define en
dicha reivindicacion, en donde el agonista inverso parcial es MRK-016.

12. Un modulador negativo de un receptor GABAa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para
su uso como se define en dicha reivindicacion, en donde la afecciéon médica es un trastorno relacionado con la
depresion.

13. Un modulador negativo de un receptor GABAAa de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, para su uso
como se define en dicha reivindicacion, en donde la afeccién médica es tendencias suicidas.

14. Un modulador negativo de un receptor GABAa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, para
su uso como se define en dicha reivindicacion, comprendiendo ademas dicho método la etapa de proporcionar al
individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de otra terapia, en donde la otra terapia se selecciona del grupo que
consiste en inhibidores de la monoaminooxidasa (MAOQi), inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRi),
inhibidores de la recaptacion de serotonina y noradrenalina (SNRI), inhibidores de la recaptacién de noradrenalina
(NRI), inhibidores de triple recaptacion, moduladores de la funcién de la acetilcolina del SNC, estimulantes,
antiglucocorticoides, antagonistas de los receptores de glutamato de tipo NMDA, antidepresivos tricilicos (TCA) y una
combinacion de los mismos.
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15. Un modulador negativo de un receptor GABAa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, para
su uso como se define en dicha reivindicacién, comprendiendo ademas dicho método la etapa de proporcionar al
individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de otra terapia, en donde la otra terapia es un antidepresivo.
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