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INTRODUCCION.




1 Introduccién histérica.

La histdéria de las benzodiazepinas se
inicia a mediados de 1.930, cuando Leo H. Sternbach sintetiza
varios compuestos, que se denominaron heptoxidiacinas (7
anillos) mientras trabajaba sobre la estructura de las benzo-
fenonas en Cracovia (Polonia). Su descubridor no parecid
mostrar demasiado interés por estos compuestos, hasta que en
1.954, asociado a los laboratorios Roche, que deseaban encon-
trar drogas psicofarmacoldgicamente activas, comenzd a estu-
diar en profundidad estos compuestos, viendo como en realidad
no se trataba de 7 sino de & anillos.

El propio Sternbach sintetizd 40 derivados
de esta molécula, todos ellocs inertes, hasta que se le
ocurrid tratar a uno de ellos con metilamina, surgiendo un
compuesto denominado RO5-0690, que seria el nuevo clordiace-
poxido. Su sintesis puede ser atribuida, al menos en parte, al
azar, va que la sintesis de esta primera benzocdiacepina fue el
resultado de un esfuerzo desafortunado por sintetizar una
quinazolona (metacualocna).

Pero no fué hasta 1.957 cuando se descubre
(Randall también en 1los laboratorios Roche) que tiene un
interesante efecto relajante muscular, antiestricninico, hip-
notico y bloqueante de los reflejos medulares en animales de
experimentacidén (ratones y gatos).

Mds tarde, en 1.960, el mismo Randall vy

cols. informaron que producia un efecto de "amansamiento" en



varias especies de animales a dosis mucho mé&s bajas de las que
producia ataxia o hipnosis mensurable, siendo el estudic de
esta propiedad en monos lo que hizo que se probara el farmaco
en humanos para tratar la ansiedad. Estos estudios, y otros
para determinar la actividad farmacolédgica, fueron llevados a
cabo por Randall y Kappel en ese mismo afio.

El 24 de febrero de 1.960 se comercializa
en los Estados Unidos el clordiacepédxido, bajo el nombre de
Librium, vy a partir de ese momento se dispara el interés y la
produccién de estos compuestos, siendo un hito importante en
el desarrcllo de estas drogas la aparicién del diacepan
{Valium) en diciembre de 1.963 (sintetizado por Randall en
1,959), que aunque tenla la misma capacidad téxica que el
clordiacepdxido, tenia 10 veces mAds potencia como relajante
muscular y anticonvulsivante. Este farmaco se situa hoy dia en
el nimerc 1 del consumo mundial de ansioliticos.

Hasta nuestros dlas, la sintesis de nuevas
benzodiacepinas, vy el estudio de las propiedades y mecanismos
de accidén de las ya existentes, ha sido una constante por
permanecer oscuros muchos de estos procescos, lo que justifica

nuestro estudio para esclarecerlos (1, 2, 3, 4, 5).



2.Quimica.

Las benzodiacepinas son farmacos que deri-
van del nucleo fundamental 1.4 benzodiacepina. El conoccimiento
de su estructura lo justifica el hecho de que aungue muchas de
ellas poseen propiedades idénticas, la potencia farmacoldgica,
las propiedades farmacocinéticas o la selectividad de algunas
acciones se ven modificadas por algunos determinantes de su
estructura (6).

Su nombre deriva del hecho de poseer un
anillc benzénico, otro del tipo '"diacepina'" (heterociclo
heptagonal) y Atomos de nitrégeno en los carbonos 1 y 4 (3).

Estructuralmente las benzodiacepinas se
pueden dividir en dos’subcategbrias {(Fig. 1):

- Las Z-amino-4-oxidadas.
- Las 1,2-dihidro-Z-cetonas.

Entre las primeras se encuentra el clor-
diacepdéxido (qQue estad entre las mas activas). Dentro de este
grupo, 1la sustitucidn en el carbono 2 por un grupo metilamina
es la dptima para reducir la actividad. Algunas sustituciones
en el carbono 3 también pueden restarles potencia. Para la
actividad psicofarmacolégica es fundamental un grupo electro-
negativo en el carbono 7 (las sustituciones en este punto por
un &atomo de cloro, de bromo o de nitrégeno aumentan la
actividad farmacoldgica, sobre todo en el primer caso; la
sustitucidn por un grupo trifluorometil aumenta las propieda-

des anticonvulsivantes). También es fundamental para su ¢ptima
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actividad sustitucién fenil en el carbono 5.

Dentro del segundo grupo, generalmente de
potencia mayor Que el primero, son fundamentales también las
sustituciones en el carbonc 7 : nitrdgeno, cloroe, brome vy
fldor disminuyen su potencia farmacolégica en el orden indi-
cado; la sustitucidn triflucrometil produce un gran aumento de
la potencia, grupos fenilo y sustituyentes de larga cadena
parecen reducir su actividad. Las sustituciones por gfupos
fenile en el carbono S mejora la actividad, que puede ser
reducida por otras sustituciones en este puntd. La reduccién
del doble enlace entre los Atomos 4 y 5 también puede reducir
su actividad. En N-1 la mejor sustitucidén es un grupo metilo,
ya que otros adtomos © sustituyentes de larga cadena reducen su
actividad significativamente. La sustitucidén en este lugar por
grupos acetamida deprimen su actividad relajante muscular (2).

La estructura del diacepan (la benzodiace;
pina mas generalizada) y de dos de sus derivados se encuentra
en la figura 2. Clonacepadn es un faArmaco anticonvulsivante
activo en el receptor behzodiacepinico de tipo central, al que
se une con afinidad nanomolecular (7,8).

En contraste, la benzodiacepina utilizada
en el presente trabajo es la denominada R05-4864g que se
diferencia del diacepdn, de la que deriva, tén sélo en una
sustitucidén del 4-p cloro, siendo por esto inactiva en los

sitios clasicos de fijacién envel SNC. Por otro ladoe es un
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potente agonista de los receptores benzodiacepinicos pe-
riféricos, a los cuales se une con afinidad nanomolecular, lo
que nos ha motivado para su uso (Fig.2) (8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 15, 16, 17).
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3.Farmacocinética.
3.a. Absorcién:
Las benzodiacepinas por regla general se
absorben con facilidad por via oral, rectal vy parenteral,

siendo la primera via la mds aceptable en clinica, vya que su

absorcidn en tracto digestivo es muy rapida, apareciendo
rapidamente en sangre (18). Muchas veces se obtienen niveles
superiores por esta via que por la intramuscular. Ademas, la

via intramuscular tiende a evitarse, yva que el solvente gque se
suele utilizar es muy irritante. Algunas benzodiacepinas pue-
den utilizarse por via endovenosa, pero su administracidén debe
ser lenta (19).

Aunque por regla general son muy liposo-
lubles (3, &, 19), podemos clasificarlas de la siguiente
forma(20):

3.a.1. Liposolubles:

Entre estas podemos enumerar
principalmente al diacepéan {(uno de los mas
liposolubles, ademas de ser relativamente insoluble
en agua), flunitracepan, nitracepan, estazolan y tria-

zolan.

Se absorben rapidamente en el tubo diges-
tivo (e incluso en el diacepdan esta absorcién es mas
rapida que por via im., aunque depende de la composicidn
de las tabletas con las que comparemos y del tipo ’de

solvente en el segundo caso), alcanzandose concentracio-
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nes maximas en 0.5-2Z horas por término medio tras la
administracidn.

La administracién de las benzodiacepinas
de este subgrupo por via intramuscular y rectal presenta
una menor absorcidén, =i bien se ha observado Que el
diacepdn presenta buenos niveles tras su administracién
en forma de supositorios (2, 20, 21).

3.a.2. Hidrosolubles:

Entre estas podemos destacar el clordiace-
poxido, oxacepdn (que por =1 mismo es inscluble en égua,
perc que es hidrosoluble como el succinato sdédicoe),
loracepé&n, lormetacepan y cloracepato. Su absorcién oral
es mas lenta que la de las liposclubles, y las concentré—
ciones maximas no se alcanzan hasta las 3-6 horas. Por

el contrario, por via im. se absorben bien y rapidamente

3.b. Distribucién.
3.b.1. Fijacién a proteinas:

Las benzodiacepinas se unen a las protei-
nas plasmdticas (particularmente a la albumina) en pro-
porcidn elevada (19).

El clordiacepdxido se une a la albimina en
una proporcioén del 87-88%, el diacep&n en un 97%, vy el
oxacepan entre el 87-90%. La benzodiacepina que menor

grado de wunién a proteinas parece presentar es el
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fluracepan.

El grado de unidén parece estar relacionado
con la liposolubilidad del compuesto, siendo esta unidn
de tipo estereocespeclificeo (2, 19, Z20).

3.b.2. Volumen de distribucidn:

Por su liposolubilidad, la distribucidén de
las benzodiacepinas es muy amplia y rapida, atravesando
las barreras hematoencefalica y placentaria fAcilmente,
por 1lo que se encuentran en el feto niveles comparables
con los maternos. El paso es radpido y se localiz&n en el

feto a los 5-10 minutos tras la inyeccién endovenosa (3,

6, 19, 22, 2

(i

).

Cuando alcanzan la circulacidén son rapi-
damente captados por la sustancia gris encefalica, a 1lo
que sigue posteriormente una fase mas lenta de redistri-
bucidn en la sustancia blanca y en el tejido adiposo. El
volumen de distribucidn es mayor en obesos y en mujeres
(20, 24).

Lo anteriormente expuesto nos indica que
la distribucidn se ajusta a un modelo bicompartimental en
la mayoria de 1los casos (diacepan, sobre todo tras
administracién iv.), aunque puede ser tricompartimental
en algunos muy liposolubles, e incluso monocompartimental
en casos como el del triazolan.

La observacién del modelo es facil tras la

inyeccidn intravenosa de benzodiacepina, va que puede



verse:

- Una primera fase de distribucién en los tejidos
(cuya constante de eliminacién se dencmina alfa).
Mientras mas rdpida sea esta fase, mas corta es 1la
duracidn del efecto farmacoldgico.
- Una segunda de eliminacién (cuya constante de
eliminacién se denomina beta). Define la vida media
vy posibilidades de acumulacidén del farmaco.

El volumen de distribucidén del diacepdn es

de 1'1 1/Kg.. vy el del clordiacepéxido de 0 '3-0'6 1/Kg.

3.¢. Biotransformacién.

La biotransformacidén varila para las distin-
tas benzodiacepinas. Su metabolismo es fundamentalmente
hepatico, mediante uno o dos mecanismos generales, cuales son
oxidacidn o cohjugacién. La oxidacién estd mediada por enzimas
microsomales hepadticos, implicando tanto la hidroxilacidn
alifatica, como la N-desmetilacién. La mayorla de las benzo-
diacepinas son transformadas por este mecanismo.

Entre las transformadas por conjugaciédn se
incluyen el oxacepan, loracepan, temacepan o lormetacepan.
Estas poseen también una hidroxisustitucidn y son directamente
conjugadas con a&cido glucurénico, excreténdoée metabolitos
solubles en agua, que son farmacoldgicamente inactivosby que

aparecen en orina (22).
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Otras benzodiacepinas como el cloracepatc o
el fluracepan se metabolizan ademds en la pared gastrica y en
el intestino delgado (20).

En resumen, los procesos metabdlicos méas
importantes son:
- N-desmetilacién.
- Hidroxilacidn.
- Glucuronoconjugacidn.
- Oxidacidén (&).

Los derivados conjugados inactivos se
excretan por rifdn, pero la mayoria han de sufrir modificacio-
nes en su molécula antes Qe poder ser conjugados, dando lugar
a metabolitos intermedios activos, utilizandose como tales
alguncs de ellos en terapeutica (oxacepan). Ello explica la
larga duracién de la accién, que no coincide con los niveles

plamdticos del farmaco original (Fig. 3) (19).

El metabolito que podemos considerar mas
importante dentro de la biotransformacidn de estos farmacos es
el desmetildiacepdn o nordiacepan. Su vida media es mayor que
la del farmaco de origen (60-90 horas), por tanto su actividad
farmacoldégica se prolonga mads alld de la del compuesto
primitivo. Podemos dividir’aklas benzodiacepinas en dos gfu—
pos, segin su biotransformacién:

I) Agquellas productoras de nordiacepan, de accidén dura-

dera y cuya administracién repetitiva hace que se
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len farmaco y metabolitc, siendo lenta su desaparicién

del organismo.

IT) Las no productoras de esta sustancia,
que tienen accidn corta, menor riesgo de
acumulacidn \ mayor rapidez para

equilibrarse y eliminarse. (3, 6, 20).
Las propiedades farmacocinéticas de las
principales benzodiacepinas se encuentran en la tabla 1. Las
de algunas de las mas nuevas benzodiacepinas se recogen en la

tabla 2 (22).

Creemos interesante recoger aqui las
propiedades de una imidobenzodiacepina, denominada RO-15-1788,
estructuralmente relacionada con el midazolam y +triazolam Yy
que se comporta como antagonista de receptores benzodiécepini—
cos. Su distribucidn es rapida por todo el cuerpo tras una
absorcidén rapida (pico a los 20-90 minutcs). La eliminacidn es
rapida, por metabolismo hepatico y con un elevado aclaramiento
plasmatico Qque resultaba de una corta vida media (menos de 1
hora) (27).

3.d. Eliminacidn.

Las benzodiacepinas y sus metabolitos se
excretan en su mayor parte por orina (70-90%) y el resto en
heces (18),excretdndose una una pequefia fraccidén por secrecidn
biliar (20). Esta excrecién no es muy rapida (18).

El clordiacepdxido es excretado en 7 dias,
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apareciende un 60-64% de la dosis total en orina y un 12-18%
en heces. Un 15% de los metabolitos urinarios estan conjugados
con &cido glucurénico. El diacepan se excreta en un 33% como
oxacepdn, presentadndose el 70% de sus metabolitcs en orina. El
oxacepdn se excreta en orina conjugado con acido glucurédnico.
El nitracepan aparece en un 65-71% en orina y en un 14-207% en
heces (3, 6, 19, 21, 22, 25, 26). La vida media de eliminacidn
e en general muy variable (por ejemploc para triazolam muy
corta y quazepam - nueva benzodiacepina con efecto hipnético-
muy larga) (28).

3.e. Modificaciones farmacocinéticas en funcidn de 1la

edad y del estado fisioldgico.

Los resultados de numerosos estudios
sugieren que todas las benzodiacepinas pasan la barrera
placentaria, produciéndose una exposicién importante del feto,
que depende de la vida media de estos fadrmacos, de la edad y
del grado de madurez enzimadtica hepatica fetal. Se suelen
concentrar sobre todo en el corazén (6, 19, 20, 23).

Si son administrados a la madre préximo al
momento del parto pueden producir el llamado "sindrome de
hipotonia del nifio"”, caracterizado por hipotonia, hipotermia y
depresién respiratoria. Al pasar a la leche materna, el
lactante presenta pereza al mamar y conviene suspender el
tratamiento (20).

Ha sido evaluado extensamente el efecto de

la edad, disfunciones hepé&ticas (cirrosis) y coadministracién
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de inductores enzimaticos (fenobarbital). En particular 1la
oxidacidén aparece modificada en anciancos ({sobre todo en
varones), cirréticos (los estudios con diacepan vy diazelmus,

una nueva benzodiacepina, denotan un tiempo de recuperaciodn
significativamente prolongado tras su administ?acién en estos
enfermos) y pacientes en tratamiento con farmacos como la
cimetidina, isoniacida, etancl, disulfirdn o anticonceptivos
estrogénicos (se comprobd que estas mujeres eran mas sensibles
a los efectos psicomotores tras dosis orales terapeuticas). La
conjugacidn parece estar mucho menos influida (22, 29, 30).
Todo esto hace que pueda aumentar la vida media de alguna de
estos fArmacos, tales como el diacepdn o el clordiacepédxido
(20, 31). |

En un estudio realizado con hitrazepam,
entre los hombres de edad habia un aumento del volumen de
distribucién de la droga mayor qQue en los joévenes, siendo esto
causado por la mayor vida media del farmaco én los primeros,
ya que se ha comprobado que el metabolismo del farmaco
(estudiado con pruebas referidas al aclaramiento particular-
mente) no se altera con la edad. Entre las mujeres ancianas y
jovenes no habla diferencias de volumen de distribucidén, vida
media o aclaramiento total. En general, podemos afirmar que la
fraccién libre de nitrazepam en el plasma no se alterd con
relacién con la edad o el sexo (32).

En la obesidad aparece aumentado el volu-
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men de distribucidén y la vida media. En estudios con alpra-
zoldn, triazoldn vy otros fArmacos en sujetos obesos, se ha
comprobado que aumenta el volumen de distribucidn y la vida

media(24, 25, 33).
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4. Propiedades farmacodindmicas.

La ansiedad es un sintoma importante de la
neurosis, consistente en una emocidn compleja en 1la que
coexisten en diversa proporcidén sentimientos perscnales de
temor y angustia, irritabilidad y pérdida de la capacidad de
concentracidn, junto con algunos sintomas somaticos
(sudor ,navisea, palpitacicnes,...). Con todo, se desconoce la
base neurofisicldgica o bioquimica de la enfermedad, si bién
Ultimamente se especula que pueda ser la causa de este
sindrome wuna alteracién del metabolismo del neurotransmisor
SHT.

Otros estudios han sugerido que la exis-
tencia de un peéptido ansidgeno endégene, por lo que no
bastaria wuna disminucién del GABA (ver mas adelante) para

producir ansiedad. AuUn asl estos mecanismos continuan oscuros

Todo lo referido anteriormente tiene como
consecuernicia que el mecanismo fundamental de accidn de las
benzodiacepinas no esté aun perfectamente aclarado, si bién a
partir de 1.977, cuando se descubren los receptores para este
tipo de fArmacos a nivel de SNC, el esclarecimiento de sus
propiedades farmacodindamicas da un importante paso adelante
(37, 38, 39, 40, 41, 42, 43).

Hoy dia la base del mecanismo por el que
las benzodiacepinas ejercen su accidén se asienta en dos

pilares fundamentales:



- El estudio de los receptores especificos para estos
farmacos, descubiertos primeramente en el SNC, aunque se
han comprobado sus localizaciones a nivel periferico.
- Su relacién con algunos neurotransmisores de las
sinapsis neuronales, especialmente con el &cide gamma-
amino-butirico (GABA) (&, 34, 44, 45).

Sobre estos puntos c¢omenzaremos a tratar

a continuacidn. t

4.a. El receptor benzodiacepinico.
4.a.1. Evolucidn contogénica.

La aparicidn de.este tipo de receptores en el
cerebro de los animales es evolutivamente
tardia, va que en un estudio en 18 especies
vertebradas y 5 invertebradas se comprueba que en 1los
primeros animales en que aparecen es en los peces
(47,48). De todas formas, en la evolucidn, la apariciédn
de los receptores benzodiacepinicos
periféericos es mas tardia que 1los de tipo central
(8}).

Ontogénicamente, en estudios realizados en
cerebros de ratas vy ratones se ha observado como el
receptor aparece precozmente en ambas especies, ya que en
los primeros por ejemplo se ha observado como el fluni-
tracepan, isotdpicamente marcado (H®) se puede detectar

en preparaciones cerebrales de 17 dias de gestacién,



aumentando el numero de preparaciones rapidamente tras el
nacimiento, llegdndeose a tener la maxima capacidad a los
21 dias en el ratén y a los 7 en la rata, de manera que
en estos primeros se incrementa la afinidad por el
flunitracepadn marcado aproximadamente al doble, desde el
feto al adulto (48, 49j.

Los receptores de tipo periférico, son
s&lo detectables en mamiferos, y en fatas sbdlo pueden
detectarse uniones al 23H R05-4864, lo mas temprano una
semana antes del nacimiento (8).

Experiencias muy recientes hacen ver la
existencia de receptores benzodiaceplinicos en inverte-
btrados incluso, peroﬂ esto ha de ser investigado en
profundidad (50}.

4.a.2. Estructura:

Aunque se pensd en un principio que los
lugares de reconocimiento de GABA y benzodiacepinas eran
los mismos, se ha visto qQue residen en dos moléculas
proteicas de caracteristicas estructurales diferentes
aunque con regulacién alostérica ejercida por los segun-
dos sobre la funcién de los primeros (34, 51). La
purificacidn cromatografica de estas proteinas en membra-
nas neuronales ha dado como resultado la diferenciaciodn
de wuna proteina de PM de unos 15 Kd. para el receptor
gabaérgico a la que no se unié el “H-diacepan (52) y otra

de 200 Kd. correspondiente al receptor benzodiacepinico.
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El modelo de receptor indica la presencia
- de al menos dos sitios de fijacién independientes @ (53).
Segun esto, se ccomprueba la existencia de dos componentes
proteinicos solubilizados diferencialmente por varios
detergentes: E1 componente I de 45.000+5.000 daltons y el
componente II de 10.000+2.000 daltons.

Se comprobd que el componente I se con-
vierte en el II, de lo que se deduce que 1la subunidad
bdsica del receptor benzodiacepinico es el componente II.
La proporcidén entre I y I era de 1:3 (20, 53).

Estudios realizados recientemente con zol-
pidem (hipndtico no benzodiacepinice que se une especifi-
camente al receptor benzodiaceplnico tipo 1), permiten
intuir que el receptor tipo I es el que estd unido de
una manera particular al receptof GABA (44) .

Es interesante resefiar aqui que ha sido
demostrado el hecho de que el receptor ‘benzodiacepinico
muestra estereoespecificidad para los dos enantidmeros
(35 y 3R) del 3-metil-diacepadn (54).

4.a3.3. Localizacién:

Podemos distinguir dos localizaciones
tlpicas: Los receptores benzodiaceplinicos centrales y los
receptores benzodiacepinicos periféricos.

4.a.3.1. Receptores benzodiacepinicos centrales.

Tal como se descubrid para la morfina vy
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sus derivados (hecho que fué definitivo para el descubri-
miento de las endorfinas), estos farmacos se unen también
a receptores especificos de las membranas del cerebro de
la rata (S5, 56).

Una vez establecida la presencia de estos
receptores en el cerebro de la rata, se demostrd también
su existencia en el cerebro humanc, en estudios postmor-
tem (15).

Se establecen zonas mas o menos densamente
pcbladas por los receptores, dandose el caso de que entre
humanos y ratas se podian establecer perfectas similitu-
des:

- Zonas de alta densidad: cortex frontal y occipi-
tal, cortex cerebelar, lugar fundamental de 1la
accién anticonvulsivante (57, S8), e hipocampo.
- Zonas de densidad intermedia: cuerpo estriado,
globus pallidum, hipotalamo, nicleo dentado vy
retina.
- Zonas de baja densidad: cuerpo calloso, puente,
bulbo y médula. En la epifisis también se han
demostrado receptores para estos farmacos (59).
Algunos de estos lugares de ligadura han
sido autorradiografiados "in vivo" (por ejemplo para
globus pallidum y substantia nigra).
Modificaciones de producidas mediante

farmacos o situaciones experimentales de ansiedad pueden



alterar la distribucidén de estos receptores, siendo los
lugares m&s afectados la amigdala o la substantia nigra,
y el que menos se afecta por la disregulacidén el
hipotdlamo lateral (38, 60, €1, 62, 63, 64, 65). Todo
esto parece estar relacionado con la presencia de ligan-
dos enddgenos, aislados también en corazdn y musculo
esquelético (52), de manera que es posible que este
modulador enddgeno actue en las membranas neuronales, con
un efecto alostérice enddgeno para €l sitio de reconoci-
‘miento del receptor de GABA. De acuerdo con esta
hipétesis el modulador puede cambiar su afinidad para el
GABA mediante el cambio de conformacidn del 1lugar de
reconocimiento, activando o inhibiendo un proceso que se
ocupa del 1indice de funcionalidad de 1los receptores
benzodiacepinicos. Esto puede ser importanfe en el vivo,
va que el rango de orden de potencia de un numero pequefio
de benzodiacepinas que compiten con la proteina modula-
dora es similar a aquellas que causan una remisién en el
cuadro de la ansiedad, aungque no se sabe si esto expresa
una deficiencia de moduladores proteinicos enddgenos en
dicho cuadro (34, 66, 67, 68). No obstante esto no ha
podido, en general, ser completamente ratificade "in
vive" (52).

Estudios recientes han detectado, al

menos, 2 especies moleculares distintas de receptores
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(51.000 y 55.000 daltons respectivamente).

La poblacidén uniforme de receptores ben-
zodiacepinicos que pueden coexistir c¢on mas de una
conformacidén es estabilizada por agonistas de estos
fadrmacos, mientras que otra poblacidn es estabilizada por
los antagonistas (como las beta-carbolinas) (46, 69).
Estos datos, unidos a otros basados en la solubilizacién
por varios detergentes, ha establecido la presencia de
dos tipos de receptores a nivel central:

- Tipc I, que resisten la solubilizacién, y mayor-
mente  concentrados en cértex cerebelar, cerebro vy
cuerpo estriado.

- Tipo II, ma&s lentamente solubilizados, que se
encuentran fundamentalmente en el hipocampo, aunque
también hay cierta densidad en los nicleos putamen y
dentado. No obstante, bastantes benzodiacepinas no
diferencian entre los dos tipos de receptores (70).

Ademas, baséhdose en la afinidad del =H-
flunitracepan por‘el receptor benzodiacepinico, se hé
fotografiado en cerebro y cértex cerebelar una proteina
de PM 50.000, que se visualizé por autorradiografia vy
microscopla electrénica. Era un lugar de alta densidad en
sinapsis de neuronas gabaérgicas (71).

Seguin este trabajo y otros (20) se ha
propuesto que los efectos anticonvulsivantes y sedantes

de las benzodiacepinas serian mediados por GABA, a través



de 1los receptores tipo II (gque son clorodependientes),
mientras que  los receptores tipo I mediarian efectos
ansiocllticos v serian GABA independientes, aungque esto no
estd en esclarecido totalmente (44, 72, 73).

Se ha demostrade Qque en el SNC la
fijacidén a los sitos especificos de las membranas de 1los
sinaptosomas de ®H-diacepan es maxima a temperaturas de
O-4 grados centlgrados y se reduce al 95% a la tempera-
tura fisicldgica (74). Este efecto de 1la temperatura
tiene gran relacidn con la heterogenicidad del receptor,
y parece deberse a la existencia de distintos estados de
conformacidén de un tnice receptor. Es admisible, por
tanto, que el acoplamiento entre GABA y receptor benzo-
diacepinicoe influya en la conformacién de éste uUltimo
receptor, posiblemente por cambibs de conformacién indu-
cidos alostéricamente, modulados por las conductancias
iénicas de <cloro y sodio, va que se ha visto que
particularmente el primero interviene de una manera
importante en la accidén neurofisiolégica del receptor
GABA, ademdas de que también se ha observado como el
efecto del anidn es maximo a 0° C y se abole a 37 C
(50, 75, 76,77).

No obstante, la posibilidad de que a 37=C
se desnaturalice uno de estos subtipos de receptores no

puede excluirse. Para el estudio del efecto de la



temperatura en el mecanismo de accidn de las benzodiacé—
pinas tiene también gran relevancia el uso del antago-
nista de receptores de tipo central R015-1788 (78, 79,
80, 81}.

Por tanto, la baja afinidad de los recep-
tores del tipo II en cértex cerebelar e hipocampo 1los
hace mds sensibles que los del tipo I a la influencia del
GABA (82), aungue hay quien opine lo contrario (44).

Otros estudios que confirman la presencia
de dos tipos de receptores benzodiaceplnicos a nivel
central son aquellos que demuestran como el diacepan
marcado 1isctdpicamente se une con una afinidad 4 veces
mayor que el flunitracepdn a los receptores de coértex
cerebral y cerebelo, mientras que en hipocampo también el
numerc de receptores era mayor para el diacepadn pero con
afinidad 17 veces menor que el caso anterior (82).

4.a.3.11. Receptores benzodiaceplnicos periféricos.

Casi simultdneamente con el descubrimiento
de los receptores centrales para 1las benzodiacepinas,
Braestrup vy cols. (15) descubren como en los lugares
especlificos de fijacién cerebral de H®-diacepdn es carac-
terlistica su baja afinidad para una determinada benzodia-
cepina, para ellos farmaﬁologicamente inactiva, denomi—
nada RO5-4864, cloro-7(p.clorofenil)-5 dihidro-1,3 metil-
12H 1,4-benzodiacepina-2-ona, (Fig. 2 ). En contraste,

algunos receptores especificos de H®-diacepan en homoge-
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neizados de pulmén y rifién de ratas mostraban una baja
afinidad por este famaco (diacepan, 5-30 veces menor que
al central), pero gran afinidad para el RO5-4864.

En principio no se logrdé dar explicacién a
la posible funcidn de estos lugares de fijacién pé—
riféricos, y no se les atribuyeron efectos <c¢linicos o
farmacoldgicos, aunque estudiando sus patrones de distri-
bucidén en los tejidos y su localizacién subcelular (poco
usual) se ha llegado a la conclusidén de que pueden. tener
significacidén en los procesos de crecimiento y diferen-
ciacidn celulares (8, 12, 37, 61, 83).

No se tardd en demostrar que estos recep-
tores que se podian localizar tanto en cerebro (donde
parecen tener una distribucién distinta del tipo central)
com¢e en rindn presentaban ciertos efectos al actuar el
fdrmaco sobre el receptor de tipo periférico, mientras
que los receptores de tipo central permanecian inaltera-
bles (8, 12, 84); e incluso se podilan producir efectos
proconvulsivantes y ansiogénicos en el ratdn contrarios a
los que cabria esperar de un farmaco de éste grupo (8,
11, 85). Los efectos centrales de los agentes periféricos
parecian estar mediados por receptores especificos en las
células gliales distribuidas por todo el -éerebro, sobre
todo en bulbo olfatorio, ventriculos cerebrales (plexo

coroidal), asl como en todo el sistema visual, olfatorio,



los nlcleos de regulacién de la presién arterial y los
sistemas motores extrapiramidales y vestibulo-cerebelar
(10, 58, 86, 87). Por otro lado, el RO5-4864 administrado
periféricamente se mostraba como proconvulsivante en
algunas experiencias, pudiendo ser antagonizado en algu-
nos casos por R0O15-1788 y diacepan, 1lo que nos lleva a
pensar en una participacidén en sus acciones de 1los
receptores tipo central (8, 88).

El RO5-4864 ejerce sus acciones uniéndose
en cerebro a un componente del complejo supramolecular
GABA-benzodiacepina-canal de cloro, diferente del lugar
de fijacidén del resto de las benzodiacepinas; sin embargo
ni el GABA, ni otros componentes de dicho complejo, como
los canales de cloro, afectan a la unidén periférica de
esta molécula, lo que demuestra que se trata de una unidén
distinta de 1la central (89). Es mas, 1los receptores
centrales son ma&s abundantes en la fraccién sinap-
tosOmica-mitocondrial, vy los periféricos en la fraccién
nuclear, habiéndose estudiadc este dato tanto "in vivo"
como "in vitro” utilizando el H®-diacepan (12, 74).

Estudios recientes han insinuado la posi-
bilidad de que el receptor benzodiacepinico periférico en
SNC sea un complejo formado por el propio receptor, el
receptor de tipo central y lugares de afinidad micromolar
para la unidén de benzodiacepinas ligadas a canales de

calcio voltaje-dependientes (8).
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Un compuesto no benzodiacepinico derivado
isoquinclelnico carboxiamida, el PK 11195, 1-(2-clorofe-
nil)-N-metil-N-{(i-metilpropil)-3-
isoquinoleincarboxiamida, desplaza potencialmente al H®-
RO5-4864 de sus lugares de fijacidn tanto centrales como
periféricos, por lo que ha sido muy util en el estudio de
estos receptores periféricos. Ademds parece actuar en
lugares diferentes que R05-4864 (9, 17)}.

Otros estﬁdios demostraron que congelando
y descongelando los tejidos donde pueden encontrarse los
receptores no cambiaba el humero de uniones, pero si 1la
afinidad, que también se elevaba tras el tratamiento con
detergentes. BSe observd que este aumento de la afinidad
para RO5-4864 se debla a unos cambios conformacionales en
la unidén, que liberaba un ligando enddégeno que fijaba
estrechamente, perc no constantemente, al R0O5-4864 al
lugar de unidén periférico. Este estudio y otros similares
han "permitido demostrar que el R0O5-4864 se une a un
receptor periférico (90).

Estos receptores de la periferia se han
caracterizado en mastocitos, plaquetas, pulmén, riﬁon,'
pancreas, corazén, glandulas salivares, bazo, higado,
lengua, epitelio nasal, hipdéfisis, testiculo y suprarre-
nal (con una de las mayores densidades). En intestino vy

misculo 1los niveles de deteccién son muy bajos. Los



ejemplos mas relevantes son rifndén y tejide endocrino.
Entre las gldndulas endocrinas tenemos la
cadpsula adrenal, que presenta una elevada densidad de

receptores en la corteza, perc una virtual ausencia en la

médula. En 1los testiculeos =se situan sobre tode en el
tejido intersticial, vy sélo en bajas densidades en los
tubos seminiferos. La distribucidén en la hipédfisis es

uniforme, aungque con niveles algo mayores en el 1ldbulo
posterior. Se ha estudiado también en tiroides, pero esta
aun poco claro el papel de 1los receptores en dicha
lecalizacidén (8, 10, 13, S9, 91, 92, 93, 94, 95, 96).

La densidad intrarrenal de los lugares de
fijacién es muy elevada en la corteza, y nula en la
médula, ca&lices menores y arteria renal. Circunscri-
biéndonos a la nefrona, el mayor acumulo se situa en el
tubulo contorneado distal y percién ascendente del asa de
Henle.

En las células cebadas tampoco se han
encontrado mecanismos que justifiquen la existencia de
los receptores benzodiacepinicos, ni siquiera algtn
efecto sobre 1la liberacidén de granulos de histamina,
SHT, SRS-A, factor quimiotdctico de los eosinéfilos o
factor activador de las plaquetas (8, 17, 20, 96, 97,
98, 99). En las plaquetas se ha obsevado recientemente en
estudios experimentales en ratas que la ansiedad modifica

su agregacidn, vy que empleando diacepan se pueden rever-
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tir estos efectos (20, 96).

Poco se sabe como hemos dicho de sus
posibles funciones. Se da el caso curiosc de que en la
hipertensidén arterial esponténea estdn alterados estos
receptores, con diferencias entre plaquetas (era mayor el
nimero de alteraciones) y rifién, sin que se sepa la causa
{93) .

Trabajando con H®-diacepan se han encon-
trado también receptores especificos similares a los de
otras 1localizaciones periféricas en tejido cardiaco de
ratas y cobavyas. L.as proteinas especificas a las que se
liga esta molécula marcada son mads numerosas en ventricu-
los derecho e izquierdo y en el septum interventricular,
y mucho menos en las aurilculas (17, 92, 100).

Del hecho de que el dipiridamol (que
inhibe la recaptacidn de adenosina, y es un vasodilatador
coronario) interaccione con los reéeptores y desplace al
H®-diacepa&n se ha querido deducir que el diacepdn poten-
cia la accidn vasodilatadora coronaria actuando a nivel
de la adenosina, por lo gue seria recomendable éu uso en
pacientes con cardiopatia isquémica; también se han
postulado efectos antiarritmicos y de aumento de 1la
contractilidad (92, 101, 102, 1032, 104).

Ma&s claro parece estar el hecho de gque el

RO5-4864 sobre auricula izquierda aislada de rata muestra
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un efecto inotrdpico negative, efecto que es antagonizado
por el ahtagonista especifico de estos receptores PK
11185 (16).

De cualquier forma, el efecto y la tras-
cendencia c¢linica de los receptores benzodiacepinicos
cardiacos en particular, vy de los periféricos en general,
se encuentra adn muy oscura.

Llegado a este punto es importante
subrayar aqui unas recientes especulaciones gue se han
realizado sobre la identidad del Treceptor benzodia-
ceplnico periférico, que parece localizarse en la mito-
condria.

La membrana externa mitocondrial contiene
un nimero relativamente pequefic de proteinas de membrana.
Sobre esta membrana se encuentra el canal anidnico
voltaje-dependiente de la membrana externa mitocondrial
que parece ser el transportador de la ligadura periférica
de las benzodiacepinas. Su composicidn molecular y mor-
foldgica no estad bién definida.

La proteina '"poro" de la membrana externa
mitocondrial seria una proteina integral transportadora
que formaria a través de la membrana externa mitocondrial
un canal anidn-selectivo y voltaje-dependiente, con un
tamafio aproximado de poro de unos 15 Angstréms, pudiendo
por su tamafio permitir el paso de grandes aniones como el

de ADP y ATP a través de la membrana externa mitocon-
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drial. La proteina poro también aportaria hexogquinasa a
la membrana externa, cuya fijacidén, es responsable, al
menocs en parte, del aumento de la tasa de glicolisis de
las <ceélulas tumorales en rapido crecimiento, segln
demuestran algunos estudios. Esto nos lleva a observar
que las benzodiacepinas podrian tener importantes efectos
en el metabolismo energético por alteracién de los
distintos compuestos de alta energlia entre compartimentos
extra e intramitocondriales o  alterandc 1la tasa de
glicolisis aerobia. No obstante se requieren mas estudios
para comprobar todo esto (8, 105).

Se han observado también efectos de las
benzodiacepinas sobre el crecimiento y la diferenciacidn
celular, mediados por el tipo periférico de_ receptor
benzodiacépinico, entre los que se incluyen reversidn de
la melanogénesis en células de melanoma, induccidn de la
sintesis de hemoglobina en células proeritroleucémicas,
inhibicién de 1la proliferacién en células de timoma vy
estimulacidén de la metilacién de fosfollpidos en células
Ce del astrdcitoma. Ademas las benzodiacepinas estimulan
el quimiotactismo de los monocitos, vy facilita la expre-
sidén de factores proto-oncégenos en algunas células
nerviosas (8).

Ademas de estas y otras propiedades, el

RO5-4864 disminuye la duracién del potencial de accién
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intracelular en el corazdn, efecto antagonizado por el PK
11195 (17).

Todos estos ejemplos llevan a pensar gque
los receptores benzodiacepinicos periféricos tienen un
importante lugar en modulacidén del metabolisme celular
(8, 17).

4.b. Mecanismo de accién de las benzodiacepinas sobre la
neurotransmisidén de las sinapsis neuronales. Su implica-
cidn molecular con los receptores.

Tras 20 aflos de gran utilizacidn clinica, y a
pesar de numerosas investigaciones el mecanismo sinaptico que
constituye el lugar principal de accidn de estos farmaéos
todavia nco se concce de forma segura.

Se han implicado muchos mecanismos neurotrans-
misores, entre los que destacan:

Catecolaminas: Estas sustancias se han rela-

cionado por estudios qQue sefialan una disminucidén del recambio
telencefdlico de dopamina (DA) y del cortical o hipotalamico
de noradrenalina (NA) después de la administracion de clordia-
cepdxido, diacepdn vy nitracepan si se administraban dosis
elevadas. La disminucidn de la velocidad de turnover cerebral
de catecolaminas después de la inyeccidn de benzodiacepinas se
interpretd como debida a una disminucién del flujo de impulsos
de los axones noradrenérgicos y dopaminérgicos, proponiéndose
una correlacién de la disminucién del turnover de las cateco-

laminas con la accidn depresora de éstas. Sin embargo, esta
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disminucidn del recambic catecolaminérgico no esta relacionado
con la actividad ansioclitica de las benzodiacepinas, aunque si
parece estar relacionado con el efectc hipotensor de 1las
mismas, pudiendo ser el mecanismo una serie de cambios

adaptativos en la funcidén alfa-dos noradrenérgica (5, 40, 66).

Serotonina (SHT): También se ha postulado
que las benzodiacepinas pueden ejercer sus efectos ansioiiti—
cos reduciendo la accidn neurotransmisora serotoninérgica
central. Se vioc que las benéodiacepinas disminuyen la veloci-
dad del turnover cerebral de serotonina, disminucidén que esta
relacionada positivamente con la acciédn anticonvulsivante vy
ansicllitica de éstaé. El hecho de que 1la disminucidén del
recambic de SHT se mantenga después de dosis repetidas de
benzodiacepinas (baja tolerancia) y experimentos de inyeccién
intracerebroventricular de serotonina apoyan que la accidn
depresora de las benzodiacepinas sea a nivel de las sinapsis
serotoninérgicas. Pero esto no estd nada claro y puede ser una
accidn indirecta de los farmacos benzodiacepinicos (5, 39, 40,
42, 66, 106).

No obstante, estudios recientes han avalado un
importahte mecanismo de accidn de estas drogas disminuyendo el
turnover de SHT (como vimos), pero probablemente por potencia-
cién de 1la inhibicién mediada por GABA de las neurocnas del
rafe. S5e sefiala que especificamente’la egtimulacién sobre los

receptores 5HTP=, vy no estd del todo claro si también sobre



receptores GABAs (los estudios con bacleofen parecen demos-
trarlc). Ademas, de la disminucidén en el intercambio de S5HT,
parece haber también una deplecidn del precusor de SHTP (38,
43, 107} .

Acetilcolina: Las benzodiacepinas pueden

cambiar el contenida y la velccidad del recambioc de acetilco-
lina (Ach) {por ejemplo en intestino delgado donde parece
actuar sobre receptores GABAa), por lo gque se sugiere que las
neuronas colinérgicas puedan ser un blanco de la accidn de las
benzodiacepinas. Pero diferentes estudics sefialan claramente
que la acciédn primaria es sobre la sindpsis gabaérgicas, ya
que es reproducido por el muscimol, que es un potente agonista
de estos receptores. AdemaAs, es destacable la experiencia que
confirma que el efecto anticonvulsivante del diacepan en
ratones perdura m&s de 20 horas, y el efecto sobre el
contenido de Ach cerebral menos de 2 (5, 66, 95, 108, 109).
Glicina: Se ha postulado también la
posible implicacidén de este neurotransmisor del SNC en el
mecaniémo de accidn de las benzodiacepinas. Pero aungque ha
sido demostrado "in vitro", 1los resultados "in vivo" son mas
que cuestionables, va que en trabajos en gatos y ratones no
parece que el diacepan tenga un efecto significative redu-
ciende 1la disminucidn de la acciédn inhibitoria de la glicina
producida experimentalmente por estricnina (5, 66, 110}.
GABA: Se ha postulado que las benzodiace-

pinas pueden ejercer una accién inhibidora neuronal en le que
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tendrla parte importante una accién sinérgica de estar poten-
ciando 1la accidn del Acido gamma-amino-butirico {GABA) (6,
111, 112).

Sin embargo esto sélo ha podido ser
parcialmente explicade en el SNC. Algunos hechos que lo
corrcboran son:

* La propiedad de las benzodiacepinas de facilitar 1la
accién sinéptica del GABA (estudiado electrofisioldgica y
bioquimicamente), sobre todec a nivel postsinaptico en
gran numerc de nucleos cerebrales o en sistemas neurona-
les donde la transmisidn gabaérgica es operativa (6, 66,
87, 111, 113, 114, 115, 116. 117, 118).

* La capacidad de los fArmacos benzodiacepinicos de
disminuir el aumento de GMP. cerebral que acontece
generalmente tras un decrecimiento de 1la transmisidn
gabaérgiéa entre las células de Golgi, estrelladas y en
cesto, vy respectivas neuronas postsinapticas (1, 57, 66,
119).

* Por estudios realizados con radioligandos de GABA vy
benzodiacepinas marcados radiactivamente (87, 111, 120,
121).

Un resumen de la acoiOn de estos neuro-
transmisores se puede ver en la figura 4.

Pese a todo lo dicho, el mecanismo por el

que las benzodiacepinas actuan sobre el GABA ha mostrado
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muchas controversias, y aun hoy permanece poco claro, de

manera que mientras que un grupo de autores sugerian que

potencian los efectos gabaérgicos del SNC (la opinidén mas

aceptada hoy dila), otro grupoc de estudics velan antagconizados

los efectos de las benzodiacepinas por el GABA. Otros autores

como Steiner y Felix (segln =se cita en ref. 122) dicen que

las benzodiacepinas en cerebelc y nucleo dentado antagonizan

- la accidn inhibitoria del GABA, aungque otros no lo han podido

demostrar. Braestrup (56, 60) descartd la interacciédn directa

entre GABA y benzcdiacepinas. Kozhechkin y Ostrovskaya (122)

postularon que la accidén del GABA y benzodiacepinas son

sinérgicas, apoyvados en que el diacepdn potencia la acciédn del

GABA en la actividad espontdnea de las neurconas del cortex

sensomotor, vy en la accidén inhibitoria del clordiacepdxido en
cértex

4.b.1. Mecanismo por el que las benzodiacepinas

modifican la accidén gabaérgica.

Una vez visto que la interaccidn

GABA/benzodiacepinas es suficiente para explicar muchos

de los efectos electrofisiolégicos de estas Wltimas, se

han propuestoc diversos mecanismos pafa aclarar la manera

de actuar de las benzodiacepinas en la accién gabaérgica,

a saber:

Facilitacién de la transmisién mediada por GABA.

Potenciacidn de la inhibicién gabaérgica.

Activacidén directa de los receptores de GABA, que hoy



dla estd desmentida (37, 51, 52, 66, 75, 111, 112).
- Antagonismo de la inhibicién mediada por GABA (123).

Los mecanismos fisioldgicos por 1los qQque
podrian actuar las benzodiacepinas quedaban sintetizados
al final en tres, a saber:

- Aumento de la liberacién de GABA.

- Inhibicidn la recaptacién de GABA, en membranas tanto
de axones terminales, como de células gliales.

- Facilitacién las acciones del GABA, en el receptor
postsindptico, comoe al final parece haberse demostrado
gue ocurre (66).

En efecto, se ha comprobado que estos
farmacos sélo ejercen su accién GABA-mimética cuando 1la
transmisidn gabaérgica es funcional, por lo que las
benzodiacepinas no pueden ejercer su accidn mediante un
mecanismo presindptico de liberacién, sintesis o recapta-
cidén de GABA en sitios de almacenamiento localizados en
terminaciones nerviosas como anteriormente se crela.
Debemos, por tanto concluir que el mecanismo de accidn es
de tipo postsindptico (comprobado "in vitro” e '"'in vivo")
(37, 66, 117, 124).

El problema que se nos plantea ahora es
dilucidar como se efectua esta accidén postsinaptica.

Primeramente hemos de resefar qQue en las

diferentes A4Areas cerebrales hay distinta densidad de



receptores GABA, dandose &l caso de que en estas areas
se agrupan receptores de afinidad distinta, quedando
diferenciados estos en receptores GABA,, de baja afini-
dad, y otros de alta afinidad que han sido denominados
GABA=. En estos ultimos una proteina especlifica media un
mecanismo alostérico, que regula el numero y afinidad de
los lugares fijadores de GABA, habiéndose estudiado que
el diacepan tiene la capacidad de desplazar esta proteina
moduladora vy facilitar la transmisidn gabaérgica por
incremento del numero de receptores GABAz (1, 125). Ambos
tipos de receptores fueron clasificados posteriormenfe
del subtipo GABAa (sensibles al bloqueo con bicuculina),
mientras que se denominan GABAs al subtipo que no era
antagonizado por este farmaco, VY qQue sin embargo res-
pondia a la accién del baclofén. Ambos tipos de recepto-
res se distribuyen por SNC (alguncos estudios parecen
mostrar que la accién antidepresiva de las benzodiacepi-
nas es mediada por receptores GABAs) e incluso por
periferla viéndose que en intestino delgado, por ejemplo,
el receptor GABAa media una contraccidn a través de una
accidn colinérgica postganglidnica, y el tipo GABAs media
relajacidén de la musculatura lisa a través de una accidn
inhibitoria presindptica en las neuronas colinérgicas
postganglionares. Por si fuera poco, estudios con radio-
ligandos parecen mostrar que la benzodiacepina con accién

sobre receptores periféricos R0O5-4864 actua mediante wuna
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interaccidén sobre el receptor GABAs (238, 45, 85, 95, 109,
126, 127, 128).

Remitiéndonos al mecanismo alostérico de
regulacidn anteriormente citado, debemos pensar que las
benzodiacepinas han de actuar normalmente potenciando la
accién del GABA en sus receptores por desplazamiento de
una proteina moduladora enddgena, que forma parte de un
complejo macromolecular constituido por el receptor GABA
y el iondforo (52, 111). Este mecanismo podria depender
de la fijacidn de alta especificidad de las benzodiacepi-
nas en un lugar regulador cerca del receptor GABA. Por 1lo
tanto este sitio, por un mecanismo alostérico, conjunta-
mente incrementa la afinidad de los sitios de reconoci-
miento por GABA, o facilita el acoplamiento entre este
sito de reconocimiento y el iondforo. Consecuente con
esta hipdtesis es la descripcién de un sitio de fijacién
saturable de alta afinidad para 1las benzodiacepinas,
diferente de los del GABA, regulado en receptores post-
sindpticos por una proteina endégena.

Por tanto, posiblemente las benzodiacepi-
nas inducen una accidén cooperativa positiva por actuacién
de este mecanismo regulador, vy también facilitando 1la
fijacién del GABA a un receptor postsindptico.

El GABA puede aumentar significativamente

la afinidad de los lugares de fijacién de las benzodiace-
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pinas, tanto "in vivo", como "in vitro". Estos cambios de
afinidad refrendan una vez mads la existencia de una
supraunidad GABA-iondéforo-activador alostérico modulador,
que parece actuar en la membrana celular (8, 66).
La gabamodulina es una proteina termoestable (de 15.000
daltons) que se localiza en diversos tipos de células
cerebrales y que puede interaccionar con receptores GABA
por inhibicién alostérica de su capacidad para ligar
GABA. Esto estd mediado por la fosforilacién de una’
proteina de membrana (1). Las mayores concentraciones de
esta proteina se han medido en cértex, cerebelo, hi-
potalamd, y en concentraciones mucho menores (1/10, 1/20)
en higado, rifidn y bazo.

| La interaccién entre el H®-diacepadn y el
modulader enddgeno parece ser competitiva.

Segun algunos trabajos es posible que el
modulador enddgeno opere a nivel de la membrana como un
modulador alostérico enddégenc para el lugar de fijaciédn
del receptor GABA. De acuerdo con esto, el modulador
podria cambiar la formacién del 1lugar de reconocimiento
del receptor gabaérgico (cambiando 1la afinidad para
GABA), indirectamente por activacién o inhibicidén de un
proceso que se ocupa de la funcién de 1los receptores
benzodiacepinicos (1, 8, 66).

Se concluye que la gabamodulina es la

responsable de la interaccidn reciproca benzodiacepinas-
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GABA, vya que ésta inhibe los receptores GABA alosteéerica-
mente, por lo que las benzodiacepinas, cuando actuan a
este nivel desplazan la gabamodulina y desinhiben a 1los
receptores de GABA (37).
4.b.2. Activacién de los receptores benzodiacepini-
cos y el papel de los canales idnicos.

De entrada hemos de recordar que la
accidn postsindptica del GABA esta en intima relacién con
los iondforos. Estos ionéforos son también proteinas
integrales de membrana que coexisten en dos estados
conformacionales diferentes, estando su transicidn con-
trolada alostéricamente por el mecanismo regulador de la
ocupacién de los receptores postsindptices. Una conforma-
ci¢n del iondforo facilita el flujo de un determinado ién
(1). El receptor benzodiaceplnico puede estar estrecha-
mente asociado con el canal idnico de clore, que estara
también intimamente unido al lugar de fijacidn del GABA.
Esto 1lo corroboran las alteraciones encontradas en el
complejo benzodiacepina/GABA/iondéforo de cloro en stress
experimental en ratones, produciédose alteraciones en el
trasiego iénico (75, 76).

Cuando el GABA ocupa los receptores post-
sindpticos el ionéforo del cloro puede funcicnar, y este
ioén fluye a través de la membrana de acuerdo con un

gradiente de concentracidén. Cuando los fluidos extracelu-
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lares contienen ma&s cloro que los intracelulares de la
célula que esta inervada por sindpsis gabaérgica, la
liberacién transindptica de GABA incrementa el flujo de
cloro e hiperpolariza la membrana celular. Consecuente-
mente, la intensidad de esta respuesta celular para
producir depolarizacidn (estimulo excitatorio) se reduée
o se abole (1).

| Los estudios electrofisiclégicos, farma-
coldgicos y bioquimicos avalan hoy la accién de los
receptores benzodiaceplnicos sobre estos canales de
cloro, asil como el hecho de que no scon la misma entidad
para GABA y benzodiacepinas. Asil, se sugiere que los
iones modulan la afinidad del receptor benzodiaceplnico a
traveés de un cambio de conformacidn inducido alostérica-
mente (8, 50, 66, 128).

Las modificaciones producidas por el aco-
plamiento entre iones, receptores y el cambio alosterico
de la proteina en el lugar de fijacién del GABA alin no se
ha podido demostrar, .si bien se ha comprobado cémo
sustancias con afinidad por estos canales tienen propie-
dades ansioliticas (130). El modelo mas aceptable es el
del autor que se representa en la figura 5 (66).

4.b.3. Mecanismo de accién de los receptores_benzo—
diaceplnicos periféricos.

Como yva vimos, sSe ha demostrado la exis-

tencia de receptores para las benzodiacepinas en tejidos
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periféricos como pulmdn, rifién, corazdén, capsulas édrena—
les, higade, plaquetas, mastocitos, los cuales fueron
denominados como ''lugares aceptores' ya que no se han
podidéo asociar a un efecto determinadc y se pensd que
fueran farmacoldgicamente inertes, por lo cual la denomi-
nacidn de "receptor” no seria exacta (17).

Numerosos estudios posteriores dieron
como reéultado que algunas benzodiacepinas, ademas de la
accidén central ya demostrada, tenian algun tipo de efecto
en la periferla, destacando entre ellas el diacepan,
ademéas del triazclan o el flunitracepan (20, 74, 92, 97,
99, 101, 102, 103, 104).

A raiz del descubrimiento de la benzodia-
cepina RO5-4864 que es la que mas afinidad muestra por
receptores periféricos (de mayor a menor: RO5-4864-
diacepan-clonacepan), y la que menos por receptores
centrales (de mayor a menor: c¢lonacepan-diacepa&n-RO5-
4864), y de su antagonista selectivo PK 11195, se han
podido postular los posibles mecanismos de accidén de las
benzodiacepinas a este nivel.

Parece ser que esta benzodiacepina reac-
ciona con el proceso de recaptacién de nucledsidos, sobre
los iondéforos del <cloro, y sobre la proteinquinasa
dependiente de calcio-calmodulina. Aunque no esta muy

claro, parece ser que estos receptores no permanecen
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insensibles a las manipulaciones del sistema GABA,
pudiendo demostrarse esto al observarse comc un pretrata-
mientoc con GABA evita la aparicién de arritmias supra-
ventriculares (sin que pase la barrera hematoencefalica),
al parecer por un mecanismo de antiautomatismo cardiaco,
y teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto sobre la
interaccidn RO5-4864/receptor GABAa. También parece ejer-
cer el GABA accidn hipotensora.

Los estudios que mas claros parecen estar
son los efectuados sobre el sistema cardiovascular, donde
se ha visto qQue los receptores para estos farmacos se
encuentran estrechamente relacionados con los canales de
calcio, al parecer localizados en el sarcolema de las
ceélulas musculares.

Para explicar esta actuacidn se  propusie-
ron tres estados de los canales de calcio, uno de reposo,
otro activado, vy otro estado inactivado. Los bloqueantes
del calcio c¢lasicos (nifedipina, verapamil) parecen
actuar en el estado de inactivacidén, el agonista de estos
canales BAY K-8644 parece actuar sobre el estado activo,
v RO5-4864 sobre el estado de reposo, por lo que el
efecto de este fdrmaco sobre el corazén se basa en un
decrecimiento de la contractilidad y de la duracidén del
potencial de accidn intracelular (14, 16, 17, 85, 116,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141,

142, 143, 144, 145},
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Se ha estudiado como las benzodiacepinas
impiden la entrada de calcio (el flujo idnico) en las
células de aurilcula y musculo liso, por lo que este
efecto antagonista mediarla la accidn antiarritmica car-
diaca y la accidn relajante de musculo liso (146).

El antagonista de receptores benzodia-
cepinicos periféricos PK 11195 debe su comportamiento
segin estudios recientes a que se comporta como un
antagonista de los canales de calcio voltaje-operantes
(activados por BAY K-8644), pero no de 1los canales
operativos unidos a adrenbceptores 30 w= (147). Esto
vendria a corroborar aun mds las teorias anteriormente

expuestas.
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5. Efectos Farmacoldgicos.
5.a. Accidn ansiolitica.

Ya sefialamos al principio como el interés
por 1las benzodiacepinas surgid¢ de un screening disefiado para
detectar efectos sedantes. De todas formas, la especificidad
del efecto ansiolilitico es dificil poner de manifiesto, tanto
en la experimentacidn animal como en la medicidén en humanos
(19). Sin embargo se ha visto como alivian o suprimen el
sintoma de ansiedad Qque caracteriza a algunas neurosis y
eliminan parte de los sintomas qde acompafian, sin necesidad de
producir sedacidn ¢ suefic en casi todos los casos (6).

Al no conocerse exactamente las bases
neuroqulmicas ni neurofisiclégicas de la ansiedad no se puede
precisar exactamente el mecanismo de accidén sobre esta altera-
cién psicolégica. Los datos experimentales que abogan por esta
accién son:

5.a.1. Tests de conducta animal:

En estos tests, la accidn de estos farma-
cOs se caracteriza por un aumento de las respuestas
conductuales que son deprimidas por el c¢ontigente de
respuesta al castigo o por el miedo condicionado (148).
Asli:

- Disminuyen la aparicién de ulcus de stress en animales
inmovilizados (causa que la produce) y pretratados con
estos farmacos (19).

- En situaciones experimentales de "conflicto” atracciodn-



evitacidn aumentan las respuestas al mismo nivel por las
ratas no tratadas sin conflicto (19, 148).
- También parecen inhibir el comportamiento innato sin
adiestrémiento previoc.
- Disminuye la frecuencia de aparicién de ‘'neurosis"
experimentalven ratas y ardillas (148}.
- Producen efecto de amansamiento y doma en el mono
Rhesus y otros animales salvajes, sin embargo no se puede
demostrar que ‘estos farmacos tengén un comportamiento
"antiagresivo" ni en animales ni en el hombre (como se ha
pretendido buscar) habida cuenta el hecho de que algunas
benzodiacepinas son capaces de inducir agresividad en
ratas y ratones tras su administracién repetida, expli-
cando esto ciertas reacciones hostiles y agresivas que
ocasicnalmente producen en la especie humana (6, 148).
5.a.2. Estudios clinicos en humanos:

El principal problema qué presenta este
estudio es el hecho de que la valcoracién debe hacerse eh
sujetos ansiosos, no siendo vAalido en voluntarios sanos.
Para ello se emplean escalas de ansiedad, sobre las que
se llevan los datos de un cuestionario que se efectua a
los enfermos. Al comparar diferentes sintomas se vid como
disminuian los sintomas de ansiedad.

5.a.3. Estudios neurofarmacoldgicos:

Las benzodiacepinas han demostrado tener
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propiedades sedantes del sistema limbico, habiendo sido
atribuido a esto las propiedades ansicliticas.

En particular el hipocampo y el sistema
amigdalar parecen ser los lugares mas sensibles a la
accién ansiolltica de las benzodiacepinas.

Los cambios electroencefalogradficos indu-
cidos en preparaciones experimentales por las benzo-
diacepinas son variables, dependiendo dezla dosis,; via de
administracidn y preparacién animal particularmente
usada. Les registroé de actividad eléctrica de estructu-

ras subcorticales revelan profundos cambios consiguientes

W

la administracién de benzodiacepinas. La actividad
eléctrica espontédnea del hipocampo de la rata, gato vy
conejo es deprimida por la administracidén intraperitoneal
de clordiacepdxido o diacepan.

Schallek y cols. (segun se cita en ref. 2)
han demostrado que el potencial de postdescarga en el
ndcleo amigdalar se eleva tras al administracién intrave-
nosa de clordiacepdxido, diacepidn o nitracepan. Las
descargas amigdalohipocampales también se encuentran
deprimidas. Las benzodiacepinas también parecen disminuir
las respuestas del hipocampo a la estimulacidén amigdalar.

Todos estos trabajos sugieren, pero no
prueban, que las benzodiacepinas impiden selectivamente
la descarga amigdalar y la trans amigdalo-hipocampal. La

depresidn de la_actividad de estos nicleos se consigue
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con dosis que no afectan a la formacidn reticular. Dosis
mayores inhiben la formacidn reticular & hipccampo, por
lo que se puede producir un efecto de disminucidén de la
presidén arterial y de la produccién de arritmias cardia-
cas tras la estimulaciédn eléctrica experimental del
hipotdlamo que la potenciaris.

Se supone que la agciOn ansioclitica puede
ser consecuencia de la accidn sobre el hipocampo VY
amligdala , pudiendo por ello repercutir en la desinhibi-
cidén cortical (2, 6).

5.b. Efecto sedante e hipndtico:

Con respecto a su accidén hipnédtica, 1la
mayoria de las benzodiacepinas son capaces de producir o
inducir suefio. Las de accidn mas especificamente hippética‘son
nitracepadn, fluracepdn vy flunitracepan, utilizAndose como
auténticos hipndticos en el tratamientoe del insomnio (&6, 19).
También loprazolam (una 1-4 benzodiacepina con propiedades
hipnéticas) ha sido usada en este campo. Triazolam a la dosis
de 0.5 mg. es capaz de inducir también suefio (en comparacidn
con placebos), y tiene menos efectos colaterales que otros
fArmacos de este grupo como fluracepadn (149), aunque hay quien
no opina igual (28). Brotizolam (una triazolothienodiacepina)
también parece eficaz como productor de suefio (150), asi como
quazepam (28).

Estos farmacos no suprimen el sueifio REM a
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la dosis utilizada para el tratamiento de la ansiedad,
quedando, sin embargo, totalmente suprimido el suefio en etapa

IV (nivel acompanado de4pesadillas) de la fase de suefic de

condas lentas o no-REM (151).  En general producen un efecto de
sedacidén (subhipnético) como somnolencia, ataxia, confusidn
mental, desorientacidn, disartria, etc., sobre todo en ancia-
nos.

S.c. Efecto sobre la memoria.

Las benzodiacepinas pueden incidir en el
proceso de transferencia de informacidén de la memoria a corto
plazo a la memoria a largo plazo (19).

S.d. Accidn anticonvulsivante:

Algunas benzodiacepinas, sobre todo dia-
cepan y clonacepan, muestran intensa accién anticonvulsivante
frente & estimulos de naturaleza filsica y quimica (6). Son
eficaces para prevenir la actividad anticonvulsivante, Vy para
abortar 1las convulsiones en curso (151). El clonacepan a
dosis elevadas tiene accidn anticonvulsiva inespecifica (6).

S.e. Accidn antiepiléptica.

Se utilizan, sobre todo, elbclonacepan y
en algunas formas el nitracepan. El diacepan estd muy indicado
en el status epilepticus.

En el ratédn soh capaces de inhibir las
convulsiones producidas por el elcetroshock, el pentilenete-
trazol, y la estricnina. La teorilia que predecia que segin esto

todas las benzodiacepinas serian efectivas en la epileslia tipo
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petit mal no ha sido confirmada en humanos, quedando 1los
farmacos anteriormente resefiados como los mas efectivos en
esta alteracidn.

Parece ser que el mecanismo antiepiléptico de
algunos anticonvulsivantes, como el diacepdan, se fundamenta en
que en la epilepsia hay un defecto en los niveles del GABA en
SNC, wviéndose el GABA incrementadc tras la administracidn de
benzodiacepinas. No obstante hay estudios contradictorios.
También se ha querido implicar a 1la serotonina en este
proceso, va que los efectos anticonvulsivos de estos farmacos
son menos evidentes en animales que han sido deplecionados de
SHT mediante reserpina (2, 18, 152}.

En general, estos farmacos parecen limitar
la difusidn de la actividad convulsiva espontAnea generali-
zada, vy suprimir la actividad epileptiforme del EEG provocada
por fArmacos (2, 151).

El clonacepan tiene accién antiepiléptica
en crisis generalizadas primarias tipo ausencias, generaliza-
das secundarias, en mioclonias y en status epilepticus (6).

5.f. Accidn miorrelajante.

Numercsas experiencias muestran que las
propiedades musculo-relajantes de las benzodiacepinas son
dobles, tanto centrales como periféricas, habiéndose estudiado
como el diacepan relaja la contraccién isométrica en prepara-

cion de musculo estriado de pollo. El mecanismo implica a los
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iones de <calcico vy no estd bién aclarade;. también se ha
estudiado en misculo liso. No obstanﬁe, estd en discusidén si
el mecanismo central priva sobre el perifericoc o viceversa,
aunque se ha visto como en individuos con seccién medular se
producla el efecto..Amn asi, el efecto de estes fArmacos en la
transmisidn neuromuscular ce desconoce casl por completo,
habiéndose descrito acciones del diacepan "in wvitro" nulas,
potenciadoras, inhibidoras o bifasicas e incluso contrarias
dependiende de la dosis, por lo que hay gran controversia (2,
19, 86, 91, 146, 153).

La accién miorrelajante central parece
estar basada en una accién sobre 1la formaciédn reticular
activadora ascendente y sobre interneuronas espinales » que
deprimen los efectos espinales (6, 151). El nivel de actuacién
parece ser presindpticeo (153).

5.g. Otros efectos.
S.g.1. Cardiovasculares:

Se ve afectada tanto la presidén sanguilnea
como la funcién miocardica a través de un mecanismo
directo y a la vez otro neurogénico que interaccionan.
Se vid como la administracién de grandes dosis (60 mg.)
de diacepan por via intravenosa a individuos\ normales
provocaba una ligera disminucién de 1la respiracibn,
presidén arterial y trabajo sistélico del ventriculo
izquierdo (2, 151). Podemos destacar los efectos en:

- Cardioversidn: 450 estudios muestran como la frecuencia
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de extrasistoles ventriculares eran mucho menores en
asociacidn con diacepan que con otros fArmacos que se
emplearn, como es el caso de los barbitdricos(2).
-~ Arritmias: Parece ser que las benzodiacepinas pueden
tener, aunque en pequefia medida, un ligero comportamiento
antiarritmico (2, 103). Parece ser que las benzodiacepi-
nas inhiben competitivamente la contraccidén dependiente
de calcio en la auricula (y enbotros puntos), pareciehdo
estar ligado este mecanismo al de la accidn antiarritmica
(146). Estudios de tipo experimental muestran que las
benzodiacepinas prevenlan las contracciones arritmicas
inducidas en la auricula derecha perfundida "in vitro"

Esto pareclia deberse a un aumento en el
periodo refractario del musculo cardiaco y a una depre-
sidn de la velocidad de conduccién (154).
- Ansiedad en el fallo cardiaco: Parecen ser efectivas en
esta alteracidn, habiéndosele atribuido al diacepan,
incluso, propiedades vasodilatadoras relacionadas con una
potenciacidén de la accidédn de la adenosina, aunéue estoc no
estd claro (2, 101, 103; 104) .

5.g.2. Respiraciodn.

sSon potengialmente depresores respirato-
rios , sobre todo en administracién intravenosa, vya Qque
parece ser que reducen el volumen tidal, eleva la PCO= y

deprime la respuesta respiratoria al diéxido de carbono,



-59-

lo que hace que se precipite una acidosis respiratoria.

Aunque se ha visto que el clordiacepédxido
tiene propiedades antihistaminicas, no se ha comprobado
que tenga efecto en el tratamiento del asma (2, 19).

S.g.3. Tracto gastrointestinal.

Las propiedades anticolinérgicas no pare-
cen tener significacién gastrointestinal. Los efectos mas
importantes de este punto parecen estar mediados por 1la
influencia del 3NC, aunque estudios recientes parecen

demostrar ciertas acciones mediadas por receptores GABAa

de tipo periférico (95, 109). También parecen inhibir
algo la secrecién gdstrica y salivar, pero con poca
trascendencia clinica (2). El diacepdn a altas dosis

parece potenciar la secrecidn exocrina pancreatica en
péncreas perfundido de perros (94).
S.g.4. Efectos obstétricos y ginecoldgicos.

Se ha comprobado que "in vitro" el dia-
cepan relaja la muséulatura uterina, éunque esto no ha
podido verificarse "in vivo".

En algunos estudios se ha observado que
las benzodiacepinas (diacepadn y clordiacepéxido) reducen
el trabajo del parto, sobre todo en las multiparas, al
parecer por la sedacidén tanto central como periférica que
puede producir, aunque otros estudios no corroboran este
dato. Sin embargo se ha notado como en los nifios de

madres tratadas con diacepan hay una tendencia a ser
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hipoactivos e hipotdénicos en las primeras 24 horas tras
el nacimiente, viéndose que eran mas propenses a la
acidosis que los de las madres que no habilian recibido la
medicacidn (2).

El clordiacepéxido y el diacepdn no tienen
actividad antihipertensiva intrinseca pero pueden reducir
la presidn sanguilnea cuando la ansiedad y la agitacién
‘contribuyen a esta elevacidén , siendo ésta al parecer, la
causa de su uso en las convulsiones ecldmpticas. Pero se
ha descrito también como las altas dosis de diacepan
administrado a 1la madre.toxémica producen una grave
depresién en el necnato (2).

5.2.5. Dismorfogénesis.

Parece existir un aumento de incidencia,
de malformaciones congénitas en recién nacidos de  madres
tratadas con clordiacepéxide durante el embarazo, parti-
cularmente una frecuencia cuatro veces mayor de hendidura
de labio y de paladar en los nifios nacidos de madres
pretratadas. Esta es la causa de gque no se deban
administrar a embarazadas, salvo casos muy imprescindi-
bles, sobre todo durante el primer trimestre (19, 155).

5.8.6. Oftalmologia.

Las propiedades musculorrelajantes de 1las

benzodiacepinas pueden ser aplicadas al sistema oculomo-

tor. El efecto de estos fArmacos scbre la cefalea
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psicdgena era significativo con respecto al del placebo;
pero en el glaucoma no pareclan tener efectos (2).
5.8.7. Efectos metabdlicos.

Arrigoni-Martelli vy Toth ( segin se cita
en la ref. 2) han demostrado que el clordiacepdxido
libera el glucdgeno hepatico y produce hiperglicemia en
ratas. Comoc el efecto se puede anular mediante el
pretratamiento con bloqueantes beta-adrenérgicos vy por
adrenalectomia, =sugieren qgque el clordiacepédxido activa
mecanismos adrenérgicos.

Aunque algunas benzodiacepinas, como el
clordiacepdéxido, parecen desplazar a la hormona TRH
isotépicamente marcada de la membrana de la amigdala, se
ha podido comprobar Qque esta interaccidn es de tipo
periférica, vy no hay un antagonismo sobre TRH a nivel
central, por lo que la accién de estos farmacos sobre las
secreciones tiroideas estan atin muy obscuras (98).

Otros efectos sobre el metabolismo estan

poco claros y parecen tener menos relevancia (2,98).



6. Indicaciones terapeudticas.

El uso de las benzodiacepinas es muy
amplio, pero debe tenerse en cuenta el peligro potencial del
abuso de faArmacos tranquilizantes, vya que su utilizaciédn
indiscriminada puede 1llevar a 1la farmacodependencia, como.
veremos mas adelante (18).

6.a. Liberacidn de la ansiedad.

El sentimiento de nerviosismo o de cons-
tante preocupacién de causa incierta, que denominamos ansie-
dad, es 1la principal indicacién de estos farmacos. Estos
fadrmacos son mas valiosos cuando también se encuentra presente
la agitacidn o la aprehensién severa.

Debemos tener siempre en cuenta gque es
posible que nos encontremos ante una depresidn en la clinica
habitual, por 1o que serd importante €l establecimientoc del
diagndstico diferencial de estas entidades, si bién pueden
coexistir con el cuadro de ansiedad que nos ocupa, COmMO Vya
veremos mas adelante (151, 156).

Hay que tener, no obstante, en cuenta las
formas patéldgicas del sindrome para el establecimiento racio-
nal del tratamiento (6). Asl diferenciaremos:

6.a.1. Neurosis ansiosa:
En este tipo de ansiedad son mucho mas
importantes las benzodiacepinas que otros fdrmacos, como
los Dbarbituricos o el meprobamato. Igualmente ocurre

cuando predominan situaciones de panico (2, 6).



6.a.2. Depresidn ansiosa:

. Hay muchos pacientes que ademas de ansio-
sos estd&n también deprimidos. Las benzodiacepinas pueden
ser valiosas en pac¢ientes con depresiones neurdticas,
particularmente cuando la ansiedad o la agitacidén son los
componentes primordiales. Pese a ellc, las benzodiacepi-
nas no parecen tener propiedades antidepresivas especifi-
cas.

Cuando se combinan con los antidepresivos
triciclicos en el tratamiento de estos cuadros no inter-
fieren ni antagonizan la accidn primaria del antidepre-
sivo. De cualquier forma, las combinaciones de farmacos
conteniendo dosis mezcladas de benzodiacepinas y antide-
presivos triciclicos no son demasiado racionales (2).

6.a.3. Ansiedad de tipo reactivo:

La ansiedad de tipo reactivo que aparece
en circunstancias vitales diflciles (enfermedad grave en
la familia, separacidén de los hijos, desempleo, etc.) no
requiere medicacidn la mayoria de las veces, pero en caso
de emplearse debemos utilizar este tipo de fArmacos,
teniendo suficiente cuidado de que esto no sirva para que
el paciente no comprenda o no se adapte a la circunstan-
cia desencadenante, originando un cuadro'de dependencia
yatrdgena (6, 19).

6.a.4. Neurosis fdébicas asociadas a objetos o situa-
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ciones especificas.

En particular estos farmacos parecen
estar indicados en el sonambulismo y en cuadros dé terro-
res nocturnos.En nifics habra que tener en cuenta que
deberemos esperar en la mayoria de los cascos a que el
nific madure psicoldgicamente, vya que la mayorla de las
veces suele desaparecer el cuadro en este momento.

En adultos, el diacepdn parece tener
utlidad para disminuir la frecuencia de ataques de terror
nocturno (&6, 18, 155).

6.a.5. Farmacos mas usado y dosis empleadas:

Como tratamiento de la ansiedad, en sus
distintas formas se han venido empleando los farmacos vy
dosis qde se enmarcan en la tabla 3.

&6.b. Psicosis.

Estudios muy pormenorizados han aclarado
que las benzodiacepinas no son muy beneficiosas en el trata-
miento de pacientes esquizofrénicos, y aunque la ansiedad y la
agitacidn puede ser controlada en algunos casos, estos farma-
COsS,por ser tranquilizantes menores, no tienen efecto sobre
los transtornos del pensamiento y otras manifestaciones
psicdticas (2, 18).

6.c. Tratamiento del alcoholismo.
Hay estudios que sugieren que el clordia-
cepdxido y el etancl tienen efectos contrarios sobre el SNC.

Otros estudios muestran que el etanol y 1las benzodiacepinas
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producen efectos aditivos centrales de sedacidn bién estable-
cidos. Aunque haya poco claro respecto a esto, sobre todo en
estudios en humanos, parece ser que las benzodiacepinas tienen
pocos efectos sobre el metabolismoe del etanol. De todas
maneras, estos farmacos se han usade frecuentemente en 1los
cuadros siguientes relacionados con el alcocholismo (2):

6.c.1. Abstinencia al alcohol.

El cuadro general de abstinencia al alco-
heol, v el delirium tremens, son indicaciones habituales y
precisas de las benzodiacepinas.

Entré las causas de uso de estos farmacos
podemos enumerar el que tienen propiedades farmacoldgicas
similares al alcchol {(per lo que son sustitutos razona-
bles), son anticonvulsivantes efectivos (por 1o que
protegen de las convulsiones, muy frecuentes en estos
cuadros), no tienen un riesgo potencial elevadoc sobre el
paciente, y no son nocivos como el paraldehido.

La indicacidén en delirium tremens es de 10
mg. de diacepan iv. cada 4 h., pasandc luego, cuando ya
hay mejoria a la via bucal, 10 mg./4-6 horas (2, 18,
156} .

6.c.2: Alcoholismo crénico:

En el tratamiento del alcoholismo sblo

podemos observar pobres resultados de varios grupos de

farmacos en general, y de las benzodiacepinas en particu-
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lar.

Oxacepan y clordiacepédxido han side los
fadrmacos Qque parecen tener una ligera capacidad de
disminuir la dosis de alcchol que el enfermo ingiere. En
particular, el clordiacepdxido, unido a imipramina hizo
en algunas experiencias que tan sdélo un 10% de pacientes
alcoht¢licos crénicos retornaran a su habito. De todas
formas esto debe ser cobjeto de comprobacidn (2).

6.d. Tratamiento de alteraciones neuromusculares y con-
vulsivas.
6.d.1. Uso en la espasticidad muscular:

En estos estados, se emplean fundamental-

mente como relajantes musculares y como sedantes, en los
cuadros siguientes:
- Paralisis cerebral: Aproximadamente el 50% de los nifios
tratados con diacepan ¢ clordiacepédxido mostraran efectos
beneficiosos, como dishinucién de movimientos involun-
tarios, disminucidén de la espasticidad, mejor coordina-
cién, e inclusc en algunos casos hubo mejoras en el
comportamiento e hiperactividad.

Las dosis de diacepan a utlizar son 0'5
mg/Kg/dia en nifios, yv de 10 mg/3 veces al dia en adultos.
- Espasticidad postraumatica y estados degenerativos: E1
diacepan tomado oralmente, se ha visto que es efectivo en
cuadros de esclerosis multiple, parkinsonismo, esclerosis

lateral amiotréfica, accidentes cerebrovasculares, y
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lesiones medulares que pueden producir un incremento en
el tono muscular. Electromicgraficamente se comprobd como
tras el diacepdn oral =e producia una relajacién del
espasmo muscular.
- Teétanos y envenenamiento por estricnina: El diacepan
parece producir una inhibicién presindptica que produce
relajacidén muscular en los cuadros tetanicos. Aungque se
han comprobado los efectos beneficiosos, las dosis pueden
llegar a ser tan elevadas como de 1.200 mg./dia de
diacepan. |

El mecanismo por el que mejora el envene-
namiento por estricnina es muy similar, Yy se puede
considerar al diacepan como un antidoto razonable del
envenenamiento por estricnina (2, 18, 156).

6.d.2. Uso en convulsiones no controladas repetidas.

Dentro de la heterogénea familia de 1las
epilepsias, podemos observar como se emélean las benzo-
diacepinas, sobre todo en los siguientes cuadros:
- Mioclonias y espasmos infantiles: Nitrazepam ha demos-
trado ser el fadrmaco mas activo en este tipo de epi-
lepsias, asil como en algunos casos de extensas ausencias
tipo petit mal. Generalmente se requieren dosis de 0'S
mg/Kg/dia. E1 problema fundamental a estas dosis es la
sobredosificacidn y la intensa sedacién que puede produ-

cirse.
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- Status epilepticus: Con las benzodiacepinas se han
tenido optimos resultados en el tratamiento de este
cuadro. El uso del diacepdn intravenoso a ias dosis
anteriormente citadas es el tratamiento de eleccidn
principal de éste tipo de cuadros (2, 155).

6.e. Uso como hipnético y anestésico:

Cualguier benzodiacepina podria ser uti-
lizada como hipnético, pero la que mas frecuentemente ha sido
utilizada como tal ha side flurazepdan, aungque esta eventualiQ
dad parece ser que se debe, tan sd¢lo, a los grandes esfuerzos
promocionales de los laboratorios farmaceuticos, ya que pre-
senta méds efectos c¢olaterales que otros fafmacos de este
grupo. Estudics recientes muestran que las nuevas benzodiace-
pinas como guazepam,tiene una elevada eficacia como hipnoéti-
cos. Triazcoclam vy brotizolam también han probade su eficacia

(2,

bJ

8, 149, 150).

El diacepan y el loracepan, principalmente, han
sido utilizados como anestésicos endovenosos. Los usos funda-
mentales son:

* Premedicacidn anestésica: Se puede conseguir con estos
farmacos la cooperacién del paciente, la disminucidn del
estado de ansiedad, aprensidn y conciencia y la relaja-
cidén del tono muscular. Si estamos intentando establecer
una premedicacidn oral, las dosis de clordiacepbxido
oscilaran entre 20-50 mg, mientras que con diacepan, con

10 mg la noche anterior se logra el estado deseado. La
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premedicacidén parenteral tiene los inconvenientes de que
al poder producir suefio se corre el riesge de que el
paciente aspire el producto de un vémito. 35Se emplean 10~
20 mg de diacepan iv.

* También puede ser utilizado como inductor anestésico,
en pequefias intervenciones odonto-estomatoldgicas, en
procedimientos endoscédpicos {(esofagoscopia, broncoscopia,
gastroscopia), en intervenciones ortopédicas (reducciones
de fracturas menores, y cuadros en los que predominen las
contracturas del tipo del lumbago), y en obstetricia, con
idea de calmar la ansiedad vy aprensién preparto, la
contractura uterina (ya que actuan como relajantes uteri-
nos) y el dolor, quedando la paciente somnolienta vy

calmada (2, 18, 29, 156).
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7. Efectos indeseables.

Las benzodiacepinas en general, y parti-
cularmente sus dos exponentes mé&s relevantes, cuales son
diacepan y clordiacepéxido, estan implicados en casi todas 1las
reacciones adversas que podamos imaginar. Cualquier sintoma o
signo que se desarrolle mientras un paciente esté tomando un
fadrmaco, y que subsiguientemente desaparece cuando el paciente
deja de tomarlo puede ser atribuida a la toma de estos
fadrmacos (2).

Al ser unos farmacos muy difundidos y de
uso frecuente, es muy importante el conocimiento de estos
efectos. Entre los mds importantes podemos destacar:

7.a. Tolerancisa.

En principio recordaremos que condcemos
como tolerancia a la situacidn que obliga a consumir cantida-
des crecientes de un farmaco para conseguir los mismos efectos
(157).

La tolerancia puede producirse a partir de
varios mecanismos posibles (alteracidén en la sensibilidad del
receptor celular, incremento en la tasa del metabolismo del
farmaco, modificacién en las sustancias del transmisor celu-
lar), vy aunque pese a todo esto se desconoce el mecanismo
exacto, si1 se sabe que en contra de 1lo que propugnaron
estudios anteriores, esta tolerancia no se debe a un cambio en
el acoplamiento del receptor GABA/benzodiacepina, ni en el

nimero de receptores benzodiacepinicos o su afinidad, aunque
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sl puede haber un cambio en todo el espectro de ligandes. La
clave para el desarrollo de esta tolerancia es el usc crénico
y no interrumpido de estos fdrmaccs, forma mediante la cual
suelen usarse generalmente, 1o que hace que la tolerancia sea
dificilmente evitable. De todas formas esta tolerancia en las
benzodiacepinas sigue un desarrollo lento por regla general
(152, 156, 158, 159).

Se han llevado a cabo estudios comparati-
VoS en sujetos sanos para estudiar el 1lndice de tolerancia de
las diferentes benzodiacepinas, destacando una reciente que
compara diacepan, oxacepan y placebe, y que dan como resultado
el que ambos fdrmacos producen tolerancia, aunque no "efecto
rebote”™ (160).

Los estudios en animales han sugerido que
las benzodiacepinas pueden producir de igual forma tolerancia
aguda vy crénica, habiédose visto en ratones, por ejemplo,
tolerancia a 1los efectos anticonvulsivantes del clonazepan
(7).

Todos los estudios realizados sugirieron
que la tolerancia que se producla tras la toma de benzodiace-
pinas podria desembocar en un estado de de adiccién o
habituacién en animales, cosa que posteriormente se vid
evidenciada en humanos. En esto radica principalmente su
importancia (2, 161).

7.b. Dependencia fisica.



La dependencia fisica es una consecuencia
de la tolerancia, va que primeramente suele establecerse una
dependencia psicolégica, vy un "abuso" (el paciente requiere
mas medicamentos para mejorar de sus sintomas), Qque si no
estamos prestos a atajar, puede desembocar en la dependencia
fisioldgica (156).

El tipo de dependencia de este grupo de
farmacos, =se situa, segin el comité de expertos de 1la OMS
dentro del grupc de los barbituricos/sedantes (pudiendo tam-
bién estar incluidos en el del tipo del etanol). También
"aparece una dependencia psicolégica cuya gravedad y rapidez de
aparicidén varian segun los diversos farmacos y los sujetos,
grados variables de deterioro del comportamiento social, y las
manifestaciones tipicas del cuadro de dependencia fisica que
ahora veremos.

Clinicamente el cuadro (que ha sido muy
estudiado en humanos y animales) es muy similar al pfoducido
por alcohol o barbituricos, pero con diferencias en cuanto al
tiempo de aparicién sobre todo. Esto es debido a que la vida
media de las benzodiacepinas, por regla general, es mas
prolongada que la de la mayeria de los sedantes, vy esto hace
que el descenso de las concentraciones plasmaticas del fArmaco
sea mas gradual y que se tarde mas en alcanzar un nivel' tan
bajo como para‘producir sindrome de abstinencia. Los trabajos
con animales muestran que el cuadro puede estar causado por la

acumulacién del metabolito del diacepadn N-desmetildiacepan.
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En su forma minima, los signos y sintomas
son : aprensidén, insomnios, vahildos vy anorexia, no pudiéndose
distinguir en la mayorilia de los casos si en realidad se trata
del sindrome de abstinencia o si por el contrario son sintomas
de reactivacién del cuadro ansioso, siendo fundamental para
distinguirlo el estudic del tiempo que 1lleva el paciente
tomando la medicacidn. |

En cuadros de cierta gravedad, apareceran
ademds, y por orden creciente de afectacidén nauseas y vémitos,
debilidad muscular o temblores, hipotensién postural, hiper-
termia, espasmos musculares, convulsiones, y estados de confu-
sién o psicosis. De cualquier forma, el cuadro completo no
suele presentarse.

El tratamiento consiste en restablecer la
posologla en el nivel original y retirar gradualmente el
farmaco, si bién algunos autores propugnan el ''destete'" con
barbituricos. Estudios recientes en monos abogan por la
posibilidad de utilizar antagonistas benzodiacepinicos (como
R0O15-1788) en el tratamiento del sindrome de abstinencia, ya
que su resultado en estos animales fue satisfactorio (157,
163).

De todas formas, el factor de riesgo que
presentan las benzodiacepinas es bajo, e inférior al de la
mayoria de los sedantes y tranquilizantes de uso mas comin

(157, 162, 163, 164).
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Con miras a una buena asistencia meédica y
a la economla, vy para minimizar los riesgos de dependencia es
necesario persuadir a los facultativos de la conveniencia de:

a) Proceder a uﬁa seleccidn cuidadosa de los casos en que
la administracién de benzodiacepinas es apropiada.

b) Hacér uso concomitante de otros procedimientos te-
rapelticos apropiadoes.

¢) Suprimir la farmacoteraocpia en cuanto sea posible.
d)Aplicar un criterio prudente cuando se trate de la
administracidén de las benzodiacepinas durante un periodo
prolongado en caso de enfermos que hacen uso abusivo del
alcohol u otros sedantes.

e) Evitar la interrupciédn brusca del tratamiento, sobre
tode en los que han tomado benzodiacepinas mas de un mes
(156) .

7.c. Interacciones c¢con otras drogas.

Con las benzodiacepinas suelen ser infre-
cuentes, excepto por un efecto aditivo con otros depresores
del SNC (3).

Entre las sustancias con las que podemos
destacar alguin tipo de interaccién destaca el alcohol etilico.
También se ha descrito interaccidén con tiopental (y clordia-
cepo6xido), con fenitoina, con hidroxicumarina (y diacepan) y
hasta con L-DOPA. Los grandes fumadores de cigarrillos parecen
necesitar wuna dosis mayor de estos fArmacos para obtener

niveles terapeuticos. El1 café y los anorexigenos también
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parecen tener una leve interaccidén de tipoe farmacodinamico.
Alprazolam, 1lorazepam, temazepam y triazolam consumidos junto
a anticonceptivos orales procducen un aumento de la sensibili-
dad a los efectos psicomotores a dosis bucales simples. De
todas formas esta interaccién no se ha medido con completa
fiabilidad.

El grado de induccién enzimdtica que son
capaces de producir las benzodiacepinas es mucho menor que el
que pueden producir otros farmacos, como los barbituricos, y
en la practica se puede considerar nulo (2, 3, 30, 156).

7.d. Toxicidad en SNC. |

Es el efecto adverso mads comun en las
benzodiacepinas.

Si administramos las benzodiacepinas como
hipndticos puede darse el caso de que el paciente tenga
disminuido su nivel de alerta durante parte del dila siguiente
en mayor o menor medida, segun la vida media del compuesto.
Expresidén de depresién del SNC son sintomas como debilidad
muscular, apatia, vértigo, discinesia, ataxla, enuresis,
fallos en la eyaculacidn e incluso sintomas que recuerdan al
cuadro ansiosoc.

Las reacciones adversas que siguen a una
administracidén parenteral incluyen depresiones respiratorias
de tipo central (2).

7.e. Otros efectos indeseables.
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Podemos enumerar:
* Reacciones alérgicas: Reacciocnes cutéaneas de las benzo-
diacepinas. urticaria, edema angioneurdtico, erupcién
m&culcpapular, e inclusc algun casco de reaccidén ana-
fildctica en asmaticos tras la ingesta de clordiacepéxido

(

[R8]

).

* Funcidn tirocidea: Parece ser que el clordiacepdxido vy
el diacepadn interfieren con la recaptacién del vyodo,
pudiendo agravar cuadros de tirotoxicosis. Sin embargo la
relacién entre estos farmacos y la liberacidén de hormona
tioridea no esta ;lara. Otros estudios "in wvitro"” han
observado que concentraciones muy elevadas de diacepan
desplazan a la tiroxina y triyodotironina de los sitios
de wunién de la globulina fijadora de hormona tiroidea
(proteina de transporte) (2). El midazolam es 6 veces méas
activo en esta funcidén que el clordiacepdxido, aunque
como referimos anteriormente esta interaccidén no se
produce en nulcleos cerebrales, sino periféricamente, vy
tiene muy poca trascendencia clinica segin parece (98).

* Efectos hepatotdxicos, hematotdxicos, o citogenéticos
han sido descritos de una manera tan poco frecuente y tan

dudosa que podemos despreciarlos (2).
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Hace tiempo que se describid el efecto que

podian tener las benzodiacepinas sobre el corazén. Se ha visto

que potencian el mecanismo de accién de la adenosina
(inhibiendo su recaptacidén), por lo que median una respuesta
vasodilatadora vy posiblemente antianginesa (101, 102, 103,

104) ejercida de forma mas potente por el diacepan, seguido en
orden decreciente por oxacepadn, clonacepéan, loracepén, clor-
diacepdxido vy pracepan (165). También se ha observado que
poseen algunas propiedades antiarritmicas (aumento del periodo
refractario, disminucidn de la velocidad de conduccidn aurilcu-
loventricular).

Presentan especialmente cierta accidn
inotrdpica positiva (o negativa si se aumentaban las dosis de
diacepd&n) (146, 154), ya que en un rango de concentraciones de
5-10 micromolar parecla potenciar la accidén inotrdpica nega-
tiva de la adenosina (166).

Se han descritec lugares de fijacidn de
moléculas de diacepan marcadas isotépicamente en corazédn (asl
como en otros muchos tejidos periféricos), pero a ellos este
farmaco se unia con mucha menos fuerza que en SNC (92, 93,
100} .

Posteriormente se describieron receptores
para las benzodiacepinas en la periferia, sobre los que el
RO5-4864 vy el PK 11195 (antagonista no benzodiacepinico)
tenlan una afinidad muy marcada ,peroc mucho menos el diacepan

u otras benzodiacepinas de accidn central. Estos receptores
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fueron también descritos en corazdn (mds en ventriculos que en
auriculas) (12, 17, 89, 131, 132}, y se relaciond su aparicidn
en este lugar y no en otros tejidos musculares {(esqueleético,
lisco) por 1la aparente necesidad de tomar energla de 1la
fosforilacién oxidativa (abundante en el musculo cardiaco), Vy
no de la glicolisis (que se produce en tejidos del SNC) (8,
167, 168).

Aunque los primeros estudios parecieron
encasillar a estos lugares de fijacién periféricos como
"aceptores”, posteriormente parece comprobarse que los farma-
cos anteriormente descritos, tienen ciertas acciones, entre
las que destaca un decrecimiento del potencial de acciédn
intracelular y de la contractilidad de forma dosis-depen-
diente. Este efecto producido‘por el RO5-4864, eé aqtagonizado
por el PK 11195, siendo este antagonismo reversible y GABA-
independiente. Esto, unido a ciertos estudios térmodinamicos
han desembocado en determinar que estos lugares de fijacidn de
benzodiacepinas cardiacas son verdaderos receptores (14, 17,
169, 170).

Hay que tener en cuenta también que la accidn
de_esta benzodiacepinas (R05-4864) sobre los receptores benzo-~
diacepinicos cardiacos tiene una serie de manifestaciones a
nivel intracelular, gque se traducen en cambios de contractili-
dad en preparaciones aisladas de corazén (misculo papilar,

auricula, ventriculo), asi como que el antagonismo a que se ve
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sometido el RO5-4864 por el PK 11195 parece relacionar ciertos
mecanismos que complican a los canales de calcio.

Nuestro estudic se ha planteado con idea
de arrojar luz sobre este tema (16, 169, 171, 172).

Corrobora aun mas el que se trate el
presente tema el hecho de que estudios recientes ponen en tela
de juicio la hipétesis de que el acoplamiento del RO5-4864 a
sus receptores esté mediado por canales de calcio (170), o la
evidencia de que otros estudios en los que se empleaba el PK
11195 en perros han mostrado que pueden tener cierta acéion
antianginosa precisamente por una interaccién con los referi-
dos canales de calcio, por lo que su uso como blogqueante de
estos receptores benzodiacepinicos periféricos también deberia
ser verificada (173}.

El uso de un modelo de experimentacidn que
utliza el corazdén completo "in vitro" como es el de Langen-
dorff, hemos juzgado que puede ser el ideal para observar como
misculo cardiaco responde a la administracién del farmaco o su
antagonista.

Los objetivos especificos que se persiguen
en el presente estudio son:

1) Determinar si la administracién del RO5-4864
(benzodiacepina activa selectivamente sobre receptores
benzodiacepinicos periféricos) sobre una preparacidn de
corazdn "in vitro" tiene una respuesta estadisticamente

significativa, a partir de los parametros:
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* Inotropismec o fuerza de contraccidn.

*¥* Cronotropismo o frecuencia cardiaca.
2) Averiguar si la administracidén del PK 11195 [(1-(2-
clorofenil)-N-metil-N-{(1-metilpropil)-3-
iscquinolelncarboxiamidal ez capaz de antagonizar los
efectos RO5-4864 ([Cloro-7(p.clorofenil)-5 dihidro-1,3
metil-12 H 1,4-benzodiacepina-2-ona] sobre la fuerza vy
frecuencia de contraccidn cardiaca.
3) Concretar si los sitios periféricos de ligadura para
benzodiacepinas se comportan como aceptores o0 Como recep-

tores.



MATERIAL Y METODOS.
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Para la realizacidn del presenté estudioc
se utilizaron ratas Wistar albinas, machos (n=96), y de peso
comprendido entre 200 y 300 g. Las ratas se obtuvieron del
animalario de la Facultad de Medicina de Sevilla.

La técnica que se siguid fue la descrita
por Langendorff en 1.895, v hoy plenamente vigente para el
estudio del corazdn "in vitro" (174).

Hasta el momento de iniciar la experien-
cia 1los animales fueron libres de acceder al agua o la
comida.

" E1l animal se sacrifica mediante un golpe
secc en la cabeza, posteriormente se decapita y desangra, con
idea de evitar la aparicién de codgulos sangulneos dentro de
las cavidades cardiacas. Posteriormente se procedia a la
diseccidén del corazén, siendo previamente levantado el peto
costal, vy abierto el pericardic. Tomando el corazdn cuidado-
samente entre los dedos, con idea de no lesiocnar coronarias
ni fasciculos de conduccién, se resecaban las arterias vy
venas pulmonares primeramente, después las venas cavas, y por
Wltimo se seccionaba la aorta justo por delante de la salida
del tronco braquiocefalico.

El corazdn era rdpidamente colocado en
una placa de Petri con solucidén nutricia de Ringer oxigenada
a 37= C. . En este medio el corazdén era limpiado de posibles
codgulos y cuerpos extrafios impurezas que hubieran podido

penetrar en las camaras cardiacas, asl como de posibles



84—

burbujas de aire. Seguidamente era canulado por la acorta, con
cuidado de no obstruir la salida del seno corcnario, y fijado
a la cdnula mediante un hilc anudadeo (Fig. 6).

Acto seguido el corazdn era colccado en
el aparatc de perfusidn, regulando 21 flujo de solucién
nutricia hasta el momento en que la presién en las cémaras
cardiacas, medida por un mandémetro de mercurioc. alcanzaba los
40-45 mm. La temperatura se estabilizd en todos los corazo-
nes entre 36'5-37 grados C., siendo constante a lo largo de
toda la experiencia. La medicién de la temperatura se llevaba
a cabo, a parte de por el termostato del motor que perfundila
el sistema externo de calentamiento, por un termémetro de
mercurio colocado a tal efectoc de una manera similar al
mandémetro {(174).

Aungue estad muy extendida, explicaremos
en breves palabras por qué se desarrolld la técnica de esta
forma, estando fundamentado en que la presidn de la solucidn
Ringer cierra la valvula aértica, de manera que el Ringer es
liberado directamente a la boca dél seno coronario sin pasar
a través del corazédn. Las valvulas aédrticas hacen que el
ventriculo izquierdo no se llene, vy todo el lado izquierdo
del corazdn permanece vaclo. El1 lado derecho recibe el fluido
drenado del seno coronario v es expulsado a través de la vena
cava inferior que previamente habla sido cortada en 1la

diseccidén, o pasa a través del ventriculo derecho y es
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bombeada afuera por la arteria pulmonar cortada. Todo esto
condiciona el que en esta preparacién el misculo <cardiaco
esté realizando un trabajo muy pobre y que rno haya gasto
cardiaco real (175).

’El corazdn se estabilizaba libremente
durante 15-20 minutos tras los cuales, si dicha estabiliza-
cidén se habla conseguido (si no era automdticamente dese-
chado), se pasaba a colocarle sobre el pericardio del &pex
una pinza de Starling unida a un hilo, que pasando a través
de unas poleas era anudado a un transductor fuerza-desplaza-
miento Nihon—thden TB 611 que se acoplaba a un poligrafo
Nihon-Kohden RM 6.000 (Fig. 7 y 8) el cual, tras ser tensada
la preparacién a 1 g., se encargaba de realizar uno o dos
registros de control, tras los cuales pasaban a administrarse
las solucicnes problema. A partir de aqui se haclan registros
cada 5 minutos y durante 20 segundcs cada uno. El1 resto de la
experiencia, que no se registraba, era controlada mediante un
osciloscopio Nihon-Kohden VC-640 G para proceder adecuada-
mente en caso de aparecer algun tipoc de alteracién.

Con este tipo de preparacidén estd des-
crito que se puede medir 1la fuerza de contraccidén
(inotropismo), y la frecuencia cardiaca (cronotropismo) (174,
175, 176, 177).

Tras la realizacién de cada experiencia
los corazones eran desecados mediante papeles de filtro vy

pesados, siendo la media de su peso 1'33+0'3 g.



El sistema de perfusidn, comoc se repre-
senta graficamente en la figura 8 estd compuesto fundamental-
mente por un serpentin y un vaso, ambos de doble pared, por
los gque circulaba entre la pared externa v la interna agua a
temperatura constante bombeada por un motor, Yy Qque servia
para mantener a esa misma temperatura los liquidos nutricios
que circulaban a través del serpentin, vy al corazén aislado
que estaba situado en el interior del vaso, pero sin tocarlo
directamente.

La solucién nutricia era oxigenada
mediante gas carbdgeno (95% de Oz v 5% de CO=z).
La solucidn nutricia empleada fue 1la

descrita por Ringer en 1.894, v que se compone (174):

Scedio. . ... . e 159'9 mEq/1.
Potasio........ ... .. .. .. ...... 5'6 mEq/1
Calcio.. ... ... .. .. ... 4'4 mEq/1
Cloro. .. e 163'9 mEq/1.
Bicarbonato.................. 5'9 mEq/1
GlucoSa. .. ...t 5 mEq/1

La solucién problema a probar era prepa-
rada a diario diluyendo el farmaco problema en una soluciédn
de dimetilsulfdéxido (que se émpleo siempre como solvente) vy
soluéién de Ringer.

El paso de solucién nutricia 1libre de

sustancias a solucidn nutricia con farmaco problema se
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realizaba de manera sencilla abriendec y cerrando las 1llaves
de paso correspondientes.
Los farmaccs utilizadeos en el estudio han

sido:

* RO5-4864 de ROCHE.

* PK 11195 de PHARMUKA.

| Ambos fueron gentilmente cedidos por los
Laboratorios Pharmuka de Paris.

Las series experimentales que se ’desa-
rrollaron fueron las mismas en cada una de las concentracio-
nes probadas, siendo el tamafic de las muestras en todas n=6,
y las concentraciones 107M, 10-SM, 5x10-7M, y 10-7M. Estas
series son:

* ROS-4864, una para cada concentracidn molar.

¥ PK 11195, una para cada concentracidn molar.

* Dimetilsulfdéxide (DMSO), una para cada concentracidn
molar.

* ROS5-4864+PK 11195, una para cada concentracidn molar.

El método estadistico aplicado para la
comparacidn del control con los diferentes valores obtenidos
en tiempos establecidos fue la prueba de '"t-Student'" para
datos independientes y apareados, previa aceptacién de norma-
lidad e igualdad de varianza ("F de Snedecord"). El test es-
tadlstico no paramétrico U-Mann-Whitney y el test de Wilcoxon
para datos apareados se aplicaron en el caso en que 1la

muestra no perteneciese a una distribucidén normal o tuviese
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diferencias significativas en la igualdad de varianza. Asl
mismo, el programa que se realizé incluia la obtencién del
coeficiente de correlacién lineal "r-Pearson" y el calculo de
la recta de regresidn.

El nivel de confianza que se establecid

para todos los cdlculos estadisticos realizadcos fue de o=
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Como se indicd en el apartado referente al

material y método, los resultados se expresarcon graficamente
de manera porcentual respectc al tiempo, tal como aparecen en
las representaciones de las figuras 9 a la 37.

Comoc control se tomd siempre una serie
trafada con DMSO (solvente utilizado). Experiencias realizadas
en nuestro labcratorio, previas al desarrollo del estudio que
nos ocupa nos ratificaron en que no hablan diferencias
significativas entre preparaciones tratadas con scolucidén Rin-
ger y aquellas a las que se les administrdéd DMSO, a cada una de
las concentracicones empleadas (178, 179).

Efecto del RO5-4864 sobre el inotropismo cardiaco.

Concentracion 10™® M : A esta concentracidn no
se encontraron diferencias significativas entre el control
tratade con DMSO, vy los corazones a los que se les habla
administrado el agonista benzodiacepinico periférico RO0O5-4864
(figura 9, tablas 4 y 5).

Concentracién 10" M: A esta concentracién, se
encontraron diferencias significativas entre el grupo tratado
con el RO5-4864 y el control, (p<0'001 a los 5, 10, 15, 20,
25, y 30 minutos). En la figura 10 se aprecia como hay una
depresién del inotropismo, de hasta un 44'3% a los 30 minutos
en el grupo tratado con el R0O5-4864.

La disminucién del inotropismo con el ROS-
4864 era progresivamente mayor con respecto al tiempo durante

la administracién de la misma concentracién (figura 11 vy
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tablas 6 y 7).

Concentracidn 5x10-7 M: No se encontraron pun-
tos significativos al comparar con los valores para DMSO. Esto
se muestra en la figura 12 y tablas 8 v 9.

Concentracion 107 M: Produce efecto inotrépico
negativo a los 10, 15 y 20 minutos, con un valor de p<«0'005 a
los 10 minutos, vy de p<0'05 a los 15 y 20 minutos. En las
tablas 10 y 11, asil come las figuras 13 y 14 se observa una
disminucién de la fuerza de contraccién en los intervalos
anteriormente mencionados, madximo a los 10 minutos (15'96%).
Estableciendo una nueva relacidn de datos apareados (t-
Student) entre las concentraciones 10" M y 10°7 M (de las que
previamente se habla comprobado su significacién) se vio Qque
existla una relacién dosis-dependiente entre la primera en la
que el efecto era md&s marcado que en la segunda, siendo
significativo a los 30 minutos donde el apareamiento tomaba el
valor de p<0'05. Segtn 1o énterior, los valores tenlian una
relacidén ascendente para la concentracién 107 M, frente a
10~ M, de lo que se deduce que a esta tltima concentracién la
disminucidn de la fuerza contractil cardiaca era maxima.

Efecto del RO5-4864 sobre el cronotropismo cardiaco.

Concentracion 10 M: A los 10 minutos, la
preparacidn se comporta como cronotrépica positiva (p<0'05)
con disminucidén de la frecuencia del 8'15% con respecto al

control (tablas 12 y 13, figura 15).
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Concentracién 10-= M: A los 5 minutos,
(p«0'001) se comporta comc cronotrédpico peositivo. En la figura
16, vy tablas 14 y 15 ,vemos como la disminucidn del cronotro-
pismo es mayor en los corazones a los que se 1les administré
DMSO sdlo, que en aquellos a los que se les adicioﬁaba el ROS-
4864, siendo a los 5 minutos del 4'06%.

Concentracidén 5x10-7 M: No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos que venimos rela-
cionando. Las disminucicnes en el cronotropismo gque se encon-
traron tanto eﬁ el grupc tratado con el fdrmaco, como en el
que se le édministro el solvente sdlo, y Qque se pueden
apreciar en la figura 17 y tablas 16 v 17 son superponibles
estadisticamente.

Cocentracidén 107 M: Se encontré una respuesta
cronotrépica positiva a los 5 minutos (p<0'001), 15 minutos
{p«0'005), 20 minutos (p(O‘OS), 25 minutos (p<0'005) y 30
minutos (p<0'001). En la figura 18, vy tablas 18 y 19, se
aprecia una caida de la frecuencia maxima a los 30 minutos
(15'24%) .

Efecto del PK 11195 sobre el inotropismo cardiaco.

Cocentracién 10™® M: No se encontréd ningién
puntc estadisticamente significative, siendo su comportamiento
similar al control (figura 19 vy tablas Sy 20).

Concentracién 10~ M: Sélo se puede observar un
punto estadisticamente significativo a los 30 minutos (p<0'05)

en el que el farmaco ejerce una accidén inotrépica negativa
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sobre la preparacién, descenso del 26'73% (figura 20, tablas 7
y 217}.

Concentracién 5x10-7 M: A esta concentracidn no
aparece ningun punto significative al comparar la respuesta
inotrépica del PK 11195 con la de DMSO (figura 21 y tablas 9 y
227 .

Concentracidén 107 M: Se observé un punto
significative a 1los 10 minutos  (p<0'005), Qque puede se&r
observado en la figura 22, vy en las tablas 11 y 23, con
comportamiento inotrépico negative (13'38% de disminucidn). En
los demas puntos las variacicnes no alcanzan significacidn
‘estadistica.

Establecida una relacidén de datos aparea-
dos entre aquellas concentraciones en las que se encontrd
significacién (10" M wvs. 10-7 M) no aparecidé nivel de
significacién, por 1lo Qque tampoco en este caso podriamos
hablar de una relacidn dosis-dependiente.

Efecto del PK 11195 sobre la frecuencia cardiaca.

Concentracioén 10-® M: A esta concentracién nos
aparece un claro efecto cronotrépico negativo a los 25 y a los
30 minutos (p<0'05), gue es maximo a los 30 minutos con un
21'92% de disminucion (figura 23 y tablas 13 y 24).

Concentracién 10 M: Produce aumento de 1la
frecuencia cardiaca en todos los intervalos de medida; asi a

los 5 minutos p<0'01, 10 minutos p<«0'01, 15 minutos p<0'005,
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20 minutos p«¢0'005, 25 minutos p<0'01 y 20 minutos con valor
de p«0'01 (figura 24 y tablas 15 y 25). Este efecto es maximo
a los 10 minutos (14'8%) (figuras 25 y 267}.

Concentracidn 5x10-7 M: A la mencionada con-
centracidn aparece un comportamiento cronotrépiéamente posi-
tivo a los 15 minutos (p<«0'005) con aumento del 7'6% respecto
al control (figura 27 y tablas 17 y 26).

Concentracioén 107 M: A esta concentraciédn no
se observa significacién estadistica tras la administracidn
del PK 11195 en comparacién con la del DM30, siendo ambas
graficas practicamente superponibles (figura 28 y tablas 19 vy
273 .

El estudic para ver si habla una relacidn
dosis-dependiente entre las concentraciones que presentaban
valcores significativos se realizé también por apareamiento, lo
que neos dio una significacidn que podrlamos valorar como
dosis-dependiente entre ambas concentraciones del PK 11195 de
10 My Sx10"7 M, vy a los 10 y 15 minutos, presentando en
ambos casos valores de p«0'05.

A estas concentraciones tenemos que segun
el estudio realizado, 1la concentracién Sx10"7 M tiene un
comportamiento descendente, respecto a la concentracién 10-¢
M. Si a esto unimos el hecho del comportamiento cronotrdpico
negativo significativo de la concentracidén 107 M, que ademas
da un valor de t apareada con respecto a 107 M ascendente

para esta ultima a los 10, 15, 25, vy 30 minutos (p<0'0S),
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podemos observar un comportamiento general cronotrdpico nega-
tive a la concentracidn 10°= M, que cambia a cronotrépico
positivo a la concentracidn 107 M, que disminuye en el caso
de 5x10-7 M, hasta la bésal {donde no adquiere significacién)
con 10-7 M,

Efecto del ROS5-4864 administrado simultAneamente con el PK

11195 sobre el inotropismo cardiaco.

Concentracidén 10" M: A esta concentracién se
encontrd una fuerte respuesta inotrépica positiva a 1los S
minutos (p<«0'001), 10 minutes (p<0'001), 15 minutos'(p<0'001),
20 minutos (p<0'001), 25 minutos (p<0’'001) vy 30 minutos
{p<0'01). Observando 1la figura 29 y las tablas 5 y 28 puede
observarse como el efecto de la scolucidédn RO5-4864+PK 11195
sobre el corazdn es maximo a los 15 minutos, 8%5'8% (figura
30).

Concentracidon 10" M: Realizando el test es-
tadistico correspondiente no aparecieron diferencias signifi-
cativas entre el grupo al que se le administré ROS5-4864+PK
11195, vy el gue se le habia administrado DMSO, respecto a la
fuerza de contraccién cardiaca (figura 231, y tablas 7 y 29).

Concentraciodn 5x10-7 M: A esta concentracién
tampoco aparecieron diferencias significativas entre el grupo
de control vy el tratado con ambos farmacos problema. Las
variaciones que aparecieron no obtuvieron significacidén es-

tadistica (figura 32 y tablas 9 y 20).
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Concentracién 107 M: A esta concentracién
aparece un punto significativo a los 15 minutos (p<Q'001) con
comportamiento inotrépico negativo (10'96 de descenso). Pueden
observarse los valores en la figura 22 y en ias tablas 11 vy
31.

Efecto del RO0O5-4864 administrado simultAneamente con el PK

11195 sobre el cronotropismo cardiaco.

Concentracién 10"® M: A esta concentracién
podemos observar dos puntos significativos, el primero de
ellos a los 5 minutos y el segunde a los 30, ambos con valores
de p«0'05 y con comportamiento cronotrépico negative, siendo
madximc a los 30 minutos (18'7%). Puede ser observade en la
figura 34 y en las tablas 13 y 232.

Concentracidén 10 M: A esta concentracién se
observa una respuesta cronotrdpica positiva, estadisticamente
significativa a los 15 minutos (10'81 de aumento), con valor
de p«0’'005. Podemos observarlo en la figura 35 y en las tablas

15y 3

w

Concentracioén 5x10-7 M: Una vez comprobados los
tests estadlisticos se observd que no habia ningin valor
significative para ninguno de los intervalos de tiempo. Las
diferencias porcentuales que se observan en la figura 36 y en
las tablas 17 y 34 no presentan diferencias significativgs.

Concentracidén 107 M: Se encontrd una respuesta
cronotropica negativa a los 25 minutos (p<0'05). Observando la

figura 37, vy las tablas 19 y 35, puede verse como la maxima
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diferencia porcentual entre ambas experiencias (R05-4864+PK
11195 y DMSO) se alcanza a los 25 minutos y es del 5'5%.

Comparando de manera apareada los datos de
las concentracicnes 10"® M y 10-% M se vio como aparecia una
relacidén dosis~dependiente, particularmente significativa a
los 10 minutos con valor de p«0'05. La relacidén entre las
demas no nos dio valores significatives.

Entre las éoncentraciones 10" My 107 M
se vio una relacidn ascendente para la ﬁltima respectc a la
primera, 1lo Qque nos lleva a observar un comportamiento
cronotrépico negativo a 1075 M, que pasa a ser cronotrépico
positivo a la concentracidn 10 M (con una relacidn dosis-
dependiente), v que después baja a valores préximos al control

en las restantes concentraciones.
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Los= trabajocs prevics con el =clvente

n

utilizade en nuestro estudioc (DMS0) han determinade que . en
corazones de rata a concentraciones entre 0'14 My 2'82 M se
produce un efecto cronotrdpicoe negative, dosis-dependiente,
gue podria llegar al parc cardiaco con la ultima concentracidn
referida. Sobre el mecanismc por el que se produce este efecto
se ha postulado que pueda ser una disminucidén del potencial
de accien de 1la c¢élula cardiaca, ¢ de la velocidad de
conduccidn (173).

En corazones perfundidos de rata, el DMSO
{0'7 M} v concentraciones inferiores, produclia un efecto
inotrdpico positivo concomitante con el cronotrdpico negativo,
que podria estar producide, a estas concentraciones, por el
fendmenc de la escalera inversa (caracterilstico de la fisio-
lcgla cardiaca de la rata). A concentraciones de DMSQO mayores

d

1]

0'7 My hasta 2'11 M se ha observado un comportamiento
inotrdpicoc negativeo (179, 180:.

A las concentraciones utilizadas en nuestro
estudio, y como se expone al principio de los resultados, no
se encontraron diferencias significativas entre grupos de
corazones perfundidds con DMSO y aquellcocs a los que se les
administré solucidn Ringer, de lo que podemos deducir que los
efectos que vamos a encontrarnos tras la administracidn de los
farmacos problema son acciones propias de ellos, y no debidas
al solvente.

En nuestro estudio hemos encontrado que el
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RO5-4864 presenta un efectd inctrdpico negativo maximo a la

]

concentracicén 10°® M, v que guarda relacidn dosis-dependiente.

¢

Estos resultados concuerdan con los obte-
nidos por Mestre v cols. y Le Fur vy cols. (14, 181),QUieneS
han descrito que el agonista benzodiaceplinice periféerico ROS-
4864 se comporta como un blogueante de los canales de calcio
{con algunas diferencias con los clasicos, como verapamil) en
diversas preparaciones de corazdédn aislado. Este farmaco prb—
duce disminucidn en la duracién del potencial de acciédn de 1la
c&lula miocardica vy de la contractilidad {(entre 23x10°® M vy
2x10~% M) en preparacicnes de musculc papilar de cobava.

—

o)

m

tTos

0]
g

Rln studiocs se fundamentan en trabaijcs
realizados con el antagonista de receptores benzodiacepinicos
PK 11195 (al parecer selectivo péra el tipo periférico) el
cual revierte las acciones del R0O5-4864 y de algunos bloquean-
tes del calcio clasicos(l69, 171). Estos trabajos parecen
indicar que en el mecanismc de accidn de estos compuestos
estén implicados los canales de calcio, ademds el aumento de
las concentraciones extracelulares de este ién revierte el
efecto del ROS5-4864 (17, 169, 171, 172).

Estudics recientes han demostrado que en
miccitos de corazdn de cobayé, ¥y a concentraciones de 3x107% M
&l RO5-4864 producia cambios en el gradiente eléctrico de la

membrana de dicha célula , que se traducia en una depolariza-

cidn de -50 mV. a +10 mV. A esta concentracidén no se afectd 1la
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corriente de calcic, Vv sin embargoc se mantuve el

(

inotrépicoe negativeo, de lo que se dedujc que pudiera ser que
el RO5-4864 no fuera un blogueante de los canales de calcio
come hablan propuesto Mestre v cols. (170). ‘

El mecanismo por el gque se produce la
contraccidn cardiaca se encuentra expuesto en las figuras 38,
29 v 40 (182, 182, 184). Para la contraccidn cardiaca es
fundamental el que se produzca la combinacién del calcio con
la tropconina €, que a su vez liberard 1 complejo actina-
miosina de su inhibicidn por el de troponina—tropomiosina,.
produciéndose entonces la contracciéﬁ de las fibras de actina-
miosina , v de la fibra cardiaca en general. Para ello es
necesarioc que el calcio citeosdlico libre aumente.

El efecto inotrdépico negativo ' encontrado
con el RO5-4864 podria explicarse por un bloqueo en 1los
canales de calcio de la célula miccdrdica, aunque las corrien-
tes transmembrana de los restantes iones permanezcan inaltera-
das (en particular la de sodio) el intercambio de este idn
sodio por el de calcio no peodria producirse, con lo cual
disminuirian los niveles de calcio dentro de 1la célula,
reduciéndose asl la contractilidad. Este efecto serila similar
al de los bloqueantes del calcio cladsicos. Pero en contra de
esta teorla tenemos diversos estudios que demuestran que el
receptor de tipo periférico de benzodiacepinas se encuentra en
la membrana externa mitocondrial (una proteina integrante de

la membrana externa que forma un canal anidn-selectivo vy
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voltaje dependiente de 15 Angstréms, que puede transferir

hasta grandes mocléculas de adenosina) donde también parece

localizarse una bomba de intercambio sodio/calcio (8, 105,
167).

El estudioc realizado por Hollk (170),
demostraba que a determinadas concentraciones el efecto

inotrépico negative producido por el ROS5-4864 no era antagoni-
zado por concentraciones elevadas de calcio extracelular, por
lo qQue es posible que el efecto del R05-4864 se produzca
directamente sobre la membrana mitocondrial. Asi, el R0O5-4864
haria que el «calcio intramitocondrial no se 1liberara al
citosol, disminuvendo las concentraciones de éste dentro de la
célula, y dificultAndcse la contraccidn {167, 170).
Estudios relizados por Doble y cols.(172), que hacen referen-
cia a que el tipo de canal de calcio bloqueado por el R0O5-4864
es similar &l blocgueado por las dihi&ropiridinas {(172) nos
hace pensar que probablemente estos canales sodio/calcio de la
mitocondria sean similares a los Tipo-L de la membrana de la
célula cardiaca (185).

También es importante destacar aqul que el
efecto inotrdpico negativo producido por la disminucién del
calcio citosdlico podria verse potenciado por el efecto que el
RO5-4864 pudiera tener sobre la adenosina (17). Se ha descrito
que esta sustancia posee una accidén intrépica negativa vy

vasodilatadora que es potenciada por el diacepan mediante un
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procesc de inhibicién de su recaptacidén (101, 104, 165, 166,
186). A la vista de que el diacepdn es la benzocdiacepina de
tipo central qgque presenta mas afinidad sobre el tipo pe-
riférico de receptor benzodiacepinico (14, 17, 1321, 1325, v
que el aumento del calcio extracelular estimula la formacidn
de nucledtidos ciclices, casi todos dependientes de la adeno-
gina (187, podemos intuir que la accidn inotrdpica negativa
que se nos presenta a las concentraciones de 1077 My 107 M
puede deberze también al efecto de la adenosina. La falta de
respuesta encontrada a la dosis 10-® M pocdemos atribuirla a
gque a elevadas concentraciones los efectos que se encuentran
puedan_ser inespecificos (17).

El que 1la adencsina produzca también
disminucién de la frecuencia cardiaca (188),el diacep&n un
efecto aﬁtiarritmico, con disminucién de la conduccidén en
aurlcula izquierda, vy aumento del pericdo refractarioc del
misculo cardiaco (189), los bloqueantes de los canales de
calcio cladsicos producen efectos similares (146, 154, 182,
189) todo ello nos harla esperar gque el R0O5-4864 - en nuestro
modelo experimental presentara una disminucidén de la frecuen-
cia cardiaca, e incluso se produce aumento de la frecuencia
cardiaca, maximoc a la concentracién de 107 M, y que no
guardaba relacidn con la dosis. Este efecto puede ser atri-
buide al fendmeno de la escalera inversa que se puede observar
en los corazones de rata preparados "in vitro",y gque hace

pensar en la diferente participacidén que tiene el calcio
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externo en la activacidn intracelular de la concentracidn de
calcio (180, 190, 191). También puede tener alguna relacidn

idn del ROS-4864 sobre las

O

con el hecho de que la ac
propiedades automiaticas de la célula cardiaca se obtuviercon en
trabajos previos a muy altas concentracicnes {(de 10 a 100
veces la dosis mas alta utilizada para mostrar el efecto
inotrdépico negative), asi como el hecho de que la accidén del
RO5-4864 es dptima a 4=C., estando nuestro estudio realizado a
27=C. para acercarnos lo mas pcsible a las condicicones del
organismo vive (169).

Las diferencias significativas encontradas

en nuestra preparacidn a los 10 minutos (107 M, p<0'05%) y 30

minutos (107 M, p<«C'0S) pudiercn interpretarse , scobre todo
en el ultimo caso , come un agotamiento de la preparaciéon al
pasc del tiempo , no debiendo valcorarse estos puntos aislados,

por lo que podemcs considerar gue el PK 11195 no afecta a 1la
fuerza contréactil cardiaca. Esto datos concuerdan con otros
precedentes en 1los que se mostraba que el PK 11195 no tenla
ningun tipo de efecto sobre el inotropismo cardiaco, referido
a preparaciocnes de drganc aislado {i7, 171, 172). En estos
estudios referidos se definla al PK 11195 como un antagonista
y al RO5-4864 como agonista de receptores beﬁzodiacepinicos
periféricos en base a estudios termodindmicos y por analogila
con receptores beta o receptores benzodiacepinicos centrales

(14 .
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Sin embargo, nuestros hallazgos referentes
al cronotropismo discrepan de los publicados por otros auto-
res, que refieren que el PK 11195 no altera el comportamiento
del potencial de accién de la fibra miccardica, y que no tiene
efecte por sl mismc scbre las propiedades eléctricas del
corazdn, actuandc tan sélo como un estabilizador de los
canales de calcio voltaje-dependientes, por lo que actuaria
antagunizando tantc las acciones del RO5-4264 (como blogueante
de 1los canales de calcio atipico) como la de los blogueantes
del c¢alcio tipicos {(verapamil, nitrendipina) o la de los
agonistas de estos canales como el BAY K&8644 (17, 147, 169,
171, En nuestro casc hemos encontrado una respuesta crono-
trépica  positiva & las concentraciones Sx10°7 M y 107 M
dosiz-dependiente ,y una respuesta cronctrépica negativa a la
dosis 107% M.

Ante estos resultados cabe la posibilidad

de gque la administracidn del PK 11195 sobre el corazdn no sea

inocua, al menos en 1o que se refiere a las propiedades
automaticas del corazén. De hecho ya se han llevadoe a cabo
estudios que describen como el PK 11195 (5-25 mg./Kg.) Dparece

mostrarse come antianginoso {(efecto que presentan los blo-
queantes del calcio clédsiceos) en un modelo  de isquemia
miocdrdica en perros, viéndose en este mismo estudio como
tenla cierto efecto sobre las arritmias por reperfusién que se
produclan mediante el mismo protocolo experimental, aunque

esto Ultimo no estaba del todo claro (173).
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El PK 11195 parece unirse a 1los mismos
receptores que &l ROS5-4864, estando ambos localizados muy
probablemente en la membrana externa mitocondrial
(relacionados con la MAO) (8), en una proteina sobre la que se
producen  cambios conformacionales ¢ alostéricos .segun  se
aplique uno u otro farmace. Esto medificarla para cada caso la
conductancia al calcio (14, 17, 172), contribuyendo a explicar
a nivel subcelular estos hechos.

Un segundo paso para la explicacién del
efecto del PK 111985 es el recordar que los blogueantes del
calcico cléasicos (como verapamil) parecen tener un efecto mas
marcade sobre las células responsables de la actividad eléc-
trica cardiaca, Vv en particular sobre el node sincauricular,
donde se ha descrito que pueden llegar incluso a abolir 1la
depolarizaciédn de estas celulas, ya que légicamente su actua-
cidn serd mavor en célulés que dependan muchc mas directamente
de la corriente de calcio, como ocurre con las ceélulas
automaticas (6, 18, 182).

Seguin lo¢ anteriormente expuestc, el PK
11195 podria actuar de una manera inversa a como lo hacen los
bloqueantes del calcic clasicos o el R0OS-4864, pero con una
actuacidn directa sobre la mitocondria, donde parece locali-
zarse su receptor, de manera que administrado aisladamente a
la preparacién que nos ocupa puede aumentar la corriente de

calcio desde la mitocondria hacia el citosol y potenciar asi
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la actividad eléctrica del nodo sincauricular, vy de todo -el
sistema autoexcitable. En presencia del R0O5-4864 o de los
blogueantes del calcio cldsicos podria establecerse algun tipo
de antagonismo gue para el RO5-4864 podria basarse en un
cambio conformacional del receptor (171), pero que para 1los
bloqueantes del calcioc habria que tener en cuenta las hipéte-
=iz de guienesz creen que son receptores distintos, estrecha-
mente relacionados con los primercos (172).

El efecto cronotrdpice negativo encontrado

[}
O
U]
’.l

a la iz 1075 M puede achacarse a la accién inespecifica que

va hemecs referido que se ha descrito a concentraciones

elevadas (17), ademds de la posible existencia de un agota-
mientc de la preparacidn en esos puntos significativos . ya
gque se producen a los 285 y 20 minutos, Yy su significacién es

bala (p<0'0%).

Para comprobar el efecto antagonista del
PE 11195 sobre =1 ROS-4864 ge administraron de forma si-
multdnea, vy concentraciones equimoleculares los dos farmacos
Vimos, sin embargo, un aumento de la fuerza de contraccidn
cardiaca en todos los intervalos de tiempo a la concentracidn
10~ M, permaneciendo al utilizar el resto de las concentra-
ciones préximo a la linea de base. Esto podria deberse al
efecto alostérico anteriormente descrito (171, 172), mediante
el cual, en nuestra experiencia, al administrar una concentra-
cidn elevada de ambos farmacos, por un mecanismo desconocido

puede producirse un flujo idnico de calcio desde dentro de la
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mitocondria hacia el citoscl, estimulédndeose asl la fuerza de
contraccidn. Esto podria ratificar el hecho de que a 37 =C. el
PK 11195 presente una fijacidn mucho mas efectiva que el ROS-
48604 por l¢ que lo desplaza de sus lugares de unidn, o los
estudics de "fijacidén" que demuestran que la unién del PK
11195 a sus receptores es mas fuerte que la del RO5-4864 (14,
192, 193, 194). No obstante, este mecanisme no estd claro, va
que a la misma concentracién {(10-® M) en las series a las que
se administrd el ROS5-4864 y el PK 11195 separadamente no se
observd efecto alguno sobre la fuerza contractil, por lo que
no podemos descartar., de nuevo, el posible efecto inespeclfico
producidoe por estos farmacos a concentracicones mads elevadas
(17 .

La accidn cronotrédpica positiva producida
por el PK 11195 (a las dosis 5x10-7 y 10-%) es revertida por
la coadministracidn equimclecular del PK 11195 y el RO0OS5-4864,
lo que nos hace pensar en la posibilidad de antagonismo entre
ambos compuestos, gque deberd ser comprobada en posteriores

estudios.
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CONCLUSIONES
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1) El1 RO05-4864 produce un efecto inotrdpico negativo a lés
concentraciones 10" M (a los S, 10, 15, 20, 25, y 30 minutos
con valor de p<«0'001 en todos casos) y 107 M {(a leos 10
minutos con p<0'05, 15 y 20 con valor de p«0'005) guardéandose
entre aﬁbas una relacién dosis-dependiente mas marcada para la
primera concentracidén referida.

El maximo efecto inotrépico negativo pro-
medio se observd a la concentracidn 107 M a los 30 minutos,

ascendiendo a un 44'32%.

2) El ROS5-4864 aumenta la frecuencia cardiaca a las concen-
tracidn 107 M (a los 10 minutos, p<0’'05), 10" M (5 minutos,
p«0’001) vy 10-7 M p«0'001 a los S minutes, p<0°005 a los 15
minutes, p«0'05 a los 20 minutos, p<0'005 a los 25 minutos y
p«0'001 a los 30 minutos.

El mé&ximc efecto cronotrépico positive
promedioc se observéd a la concentracién 107 M a los 20

minutos, ascendiendo & un 15'24%.

3) El PK 11195 tiene un comportamiehto inotrépico negativo a
las concentraciones 10" M (30 minutos, p<0'05) y 10" M (10
minutos p«0'005), que no guardan relacidédn dosis-dependiente,
ni es significativo a concentraciones mayores a estas.

El maximo efecto inotrdpico negativo pro-

medic se observd a la concentraciédn de 10" M a los 30
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minutos,ascendiendo a un 26'73%.

4) El PK 11195 produce sobre el corazdén aislado y perfundido
un efecto cronotrdpico negativo a la concentracidn 107 M (25
y 20 minutos, p<0'05), asl como un efecto cronotrdpico
positive a las dosis 107 M (5 minutos p<0'01, 10 minutos
p<0'01, 15 minutos p<«0'005, 20 minutos p<0'005, 25 minutos
p<0'01 y 30 minutos p¢«Q'01) y Sx10-7 M (15 minutos, p<«0'005),
habiendo una relacidn dosis-dependiente entrevambos.

El maximo efecto cronotrépico positivo
promedic se observd a la concentracién de 10" M a los 10

minutos, ascendiendo a un 14'8%.

S) La administracién simultdnea del RO5-4864 y del PK 11195
produce un aumento significativo en la fuerza de contraccidn
cardiaca a la concentracidén 10 M (5, 10, 15, 20, y 25
minutos con valor de p¢«0'001 y 30 minutos <con p<0'01), asi
como un decremento a la concentracidén 107 M (15 minutos,
p<0'001).

El maximo efecto inotrdépico positivo pro-
medioc se observd a la concentracién 10-® M, a los 15 minutos,

ascendiendo a un 85.5%.

6) La administracién del ROS5-4864 mads PK 11195 produce un
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efecto cronotrdépico negativo a los 5 y 20 minutos (p<0’'05) a
la concentracidén 10 M e igual comportamiento a la de 1077 M
(25 minutos, p<0'05), asl como un fugaz aumento de la
frecuencia cardiaca a la concentracidén 10° M (15 minutos,
p<O'005).'

El maximo efecto cronotrépico negativo

promedic se observd a la concentracidén de 10" M a 1los 30

minutoes, ascendiendo a un 18'7%.

7) La administracién del ROS-4864 a la preparacién de Langen-
dorff produce una respuesta farmacoldgica inotrépica negativa
que sugilere gue los lugares de fijacidn de las benzodiacepinas
periféricas a este nivel se comportan como receptores farma-

coldgicos y no coOme mercs aceptores.

8) El PK 11195 no se comporta en esta preparacidn como
antagonista puro de los receptores benzodiacepinicos pues

afecta las propiedades automd&ticas y la frecuencia cardiaca.
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RESUMEN
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Hace 60 afios aproximadamente Sternbach,
casi por azar, sintetizaba el clordiacepdxido, y desde enton-
ces no han dejade de aparecer nuevas publicaciones que
intentan esclarecer 1los mecanismos de accidén de estos coﬁpues—
tos, dada su importante aplicacidn a la <clinica como an-
sicliticos, miorrelajantes, anticonvulsives ¢ hipndticos prin-
cipalmente.

Estudios mas recientes demostraron que el
efecto que producian estos fAdrmacos a nivel central era
mediado por receptores gque parecian estar ligades a los del
neurotransmisor inhibidor de las sinapsis neuronales gabaérgi-
cas teniendo ambos relaciones con algunos de los canales
idniccs de la membrana celular, vy en particular con 1los
ligados &l id¢n cloro.

En 1.977 se descubrid que existlan lugares
especlficos periféricos donde se fijaban las moléculas de las
benzcdiacepinas, especialmente el diacepdan, descubriéndose
posteriormente que el agonista benzodiaceplnico R0O5-4864 (que
presentaba acciones antagdnicas a las del resto de las
benzodiacepinas a nivel central, como era el hecho de ser un
proconvulsivante) se fijaba con afinidad nanomolecular a estos
lugares periféricos, asl como que la molécula no benzodia-
ceplnica PK 11195 que se comportaba como antagonista del ROS-
4864, viendose ademés que esta Ultima parecia tener, entre
otras, una accidn similar a la de los bloqueantes del calcio,

que también eran antagonizados por el PK 11195.
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Trabajos mas recientes han identificado
estos receptores en diferentes tejidos: rifidn, capsula adre-
nal. testiculcs o corazén. Tambien se ha especulado con 1la
posibilidad de Qque estos receptores no se encuentren . en la
membrana celular sino én la membrana externa mitoccondrial.

En corazdn se han descrito estos lugares
de fijaci®n para el R0O5-48564 vy el PK 11195, habiéndose
observado como el primeroc ejerce una accidn inotrdépica nega-
tiva sobre el misculco papilar de cobava, asl como un efecto de

disminucidn de 1la conduccidn del potencial de accidbn de la

z&lula miccardica, siendo antagonizados ambos efectos por el
PK  1119% v estando al parecer todo este conjunto de acciones’
ligadas a la conductancia del calcioc transmembranas. Se ha
descrite también que el PK 11195 no tiene efecte '"per se',

aunqus en recientes estudics parece mejorar los cuadros de
angor experimental en perros, asl como las arritmias por
reperfusidén en estos mismos modelos.

En nuestros estudios hemos encontradoe que
el RO5-4864 tiene un marcado efecto inotrdépico negativo en el
rango de concentraciones 10" M y 107 M, mostrandose entre
ambas concentraciones una relacidn dosis—dependientep Este
hecho podria deberse a un bloqueoc en la bomba de intercambio
sodio/calcio localizada tanto en la membrana de 1la célula
miocadrdica como en la membrana externa de 1la mitocondria,

aungue algunos datos obtenidos por Mestre y cols., Hollk vy
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cols. vy los nuestros propics nos llevan a pensar que posible-
mente la participacioén de las mitocondrias sea mas importante
que la de 1la membrana celular, pudiendo establecerse un
bloqueo de esta bomba, con lo cual disminuiria el calcio
citosdlico disponible para la realizacién de la contraccioén.
También es posible que este efecto se deba, al menos en parte,
a una potenciacion del efecto de la adenosina.

El PK 11195 tiene una accidén cronotrépica

positiva dosis-dependiente mientras que no tiene actividad

Q]

obre el inctropismo, estos datos neos llevan a pensar que el
PK 11195 podria kactuar sobre @1l mismo receptor benzodia-
ceplnico periféricc de la membrana externa mitocondrial,
posiblemente con algun cambio conformacional en la proteina
del receptor respecto al RO5-4864.

Por dltimo, la administracién simultanea
del ROZ-4864 y el PK 11195 neo mostrd variacidén respecto a las
controles, a excepcidn del fuerte comportamiento inotrépico
positive encontrado & la concentracidn 10 M y que podria
estar ligado a un efecto inespecifico de los fArmacos a dichas
concentraciones o a alteraciones en el comportamiento de 1los
receptores frente a elevadas concentraciones de ambos farmacos
a la vez.

Es importante dejar claro, por ﬂltimo, el
que segun estos hechos los lugares de fijacién periférica para
benzodiacepinas parecen ser verdaderos receptores, asl como

que el PK 11195 presenta un efecto "per se'" sobre el corazén,
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especialmente sobre su sistema automdtico y que se comporta

como antagonista no puro del RO5-4864.
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TABLAS



TABLA 1: Farmacocinética de las principales benzodiacepinas’

BENZODIACEPINA VIDA MEDIA METABOLITOS

- lactama de clordiacepdxido
clordiacepéxido larga (50-30 h.)

- desmetilclordiacopdxido

- temacepén
diacepén larga (20-50 h.)

- oxacepén

- diacepén
medacepédn larga | - nordiacepén

- otros
cloracepato mediana - desmetildiacepdn
loracepdn breve(8-25 h.) - glucuronato de oxacepdn (inactivo)
oxacepén breve(5-15 h.) - oxacepan glucurdnico (inactivo)
bromacepédn breve (20 h.) - 3-hidroxi-bromacepén

(3,6,19,21,22,25,26).

671~



TABLA 2: Relacidén de las benzodiacepinas sintetizadas mds recientemente, segin el tipo de

metabolismo y vida media.

FARMACO PASO DEL METABOLISMO METABOLITOS ACTIVOS EN VIDA MEDIA
- clobazdn
clobazéan oxidacidén (DM) larga
desmetilclobazén
halacepén corta
halacepén oxidacidn (DA)
desmetildiacepén larga
ketazoldn oxidacidn (OH) desmetildiacepén larga
alprazoldn oxidacidén (OH) alprazoldn intermedia
temazepédn conjugacidn temazepén intermedia
lormetacepén conjugacidn lormetacepédn intermedia
clotiacepén
_clotiacepén oxidacidén (OH, DM) hidroxiclotiacepén corta-intermedia
desmetildiacepédn
midazoldn oxidacidn (OH) midazolédn ultracorta
triazolédn oxidacidn (OH) triazolédn ultracorta
brotiazolédn oxidacién brotiazolédn ultracorta

Clave: DM= desmetildiacepdn; DA= dealquilacidn; OH= hidroxilacidn (22)

-0cl-



TABLA 3: Benzodiacepinas mds usadas en la ansiedad y dosis orales empleadas.

"BENZODIACEPINA DOSIS INDICACIONES A TENER EN CUENTA

- utilizar el 50% en ancianos
clordiacepdxido 10 mg./2-4 veces/dia

- duplicar en casos necesarios

- utilizar el 50% en ancianos
diacepén 5 mg./2-4 veces/dia - 0.3 mg./Kg./dia en nifios

- duplicar en casos necesarios
oxacepéan 15 mg./2-4 veces/dia - idem. clordiacepdxido
loracepdn 2 mg./2-3 veces/dia - idem. clordiacepdxido
bromacepdn v 3 mg./ 3 veces/dia - idem. clordiacepdxido
cloxazolédn 1 mg./ 3 veces/dfia - idem. clordiacepdéxido
medazepédn 5 mg./2-4 veces/dia - idem. clordiacepdxido
temazepdn 5 mg./2-4 veces/dia - idem. clordtacepdxido
cloracepato potédsico 10 mg./2-3 veces/dia - idem. clordiacepdxido
prazepén : 10 mg./2-3 veces/dfia - idem. clordiacepdéxido
clobazdn 10 mg./2-3 veces/dia - idem. clordiacepdxido

(18)



TABLA 4: EFECTO DEL RO5-4864 SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10_5 M(%CONTROL)

Exp. control 57 107 157 207 257 307
1 100 83.74 74 .82 74457 77.68 75.85 80.57
2 100 68.57 74 .82 68.57 80 100 108
3 100 83.33 76.67 96.67 100 86.67 100
4 100 89.19 78.38 64 .81 67.56 54.05 70.27
5 100 104.65 90.70 86.05 81.40 79.07 65.12
6 100 72.97 54.05 56.76 59.46 59.46 59.46
X 100 83.74 74.82 74,57 77.68 75.85 80.57
E.S.M. - - 5.20 4.83 5.97 5.63 6.96 8
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TABLA 5: EFECTO DEL DMSO SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10-5 M (% CONTROL).

Exp. control 57 10”7 157 207 57 307
1 100 62.5 62.5 62.5 100 100 87.5
2 100 85,71 85.71 71.43 76.19 80.95 71.43
3 100 91.7 83.4 87.5 75. 54.2 42
4 100 106.7 93.33 90 90 90 90
5 100 87.2 80.9 55.3 55.3 55.3 51,1
6 100 100 97.7 100 100 100 93.4
X 100 89 83.8 77.8 82.7 80.1 72.6
E.S.M. - 6.2 4.9 7.1 7.1 8.5 8.9

]
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TABLA 6: EFECTO DEL R05-486/4 SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10_6M(% CONTROL) .

Exp. control 57 10”7 15° 207 257 307
1 100 105 85 95 75 72.5 72.5
2 100 80 76.67 70 58.34 53.33 51.67
3 100 70. 31 59.38 54.96 59.38 59.38 53.13
4 100 63.33 70 66.57 73.33 80 76.67
5 100 90 75 70 65 60 60
6 100 80.95 76.19 88.95 85.71 90.48 76.19
X 100 81.6 73.7 72.9 69.5 69.3 65
E.S.M. - 6 3.5 5.6 4.3 5.8 b

-7 T-



TABLA 7: EFECTO DEL DMSO SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACTION 10~ °M (% CONTROL).
Exp. control 5° 107 157 207 257 307
1 100 98.4 101.6 100,32 102.7 104.7 109.3
2 100 100 103.33 100 113.33 116,67 120
3 100 103.12 112.5 112.5 112.5 103.12 106.26
4 100 96 92 96 100 112 116
5 100 92,86 89.29 85.71 76.79 73.21 82.14
6 100 100 111,11 107. 41 111.11 118.52 122.22
X 100 98.4 101.65 100.32 102.7 104.7 109.3
E.S.M. - 1,47 3.79 5.65 6.78 5.98

3.9
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TABLA 8: EFECTO DEL R05-4864 SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 5X1O_7M(% CONTROL)

Exp. control 5° 10° 15° 207 : 257 30”7
1 100 131.25 106.25 187.5 168.75 175 175
2 100 109.75 90.24 97.56 95.12 93.9 78.04
3 100 100 100 77.68 97.37 73.69 84.21
4 100 125 111.11 116.67 66.67 41,67 41.67
5 100 138, 89 166. 66 161,11 161.11 136.11 100
6 100 60 83.33 106.66 116.66 110 80
X 100 110.81 109.6 124,52 117.61 105.06 93.15
E.S.M. - 1.7 12,14 16.94% 16.32 19.14 18.14

-9ZI-



TABLA 9: EFECTO DEL DMSO SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 5X10—7M(% CONTROL)

Exp. control 57 10”7 157 207 25”7 30°
1 100 100 104.54 86.36 86.36 104.54 54454
2 100 83.33 60.67 83.33 83.33 100 116.67
3 100 92. 31 138.46 111.54 76.92 65.38 50
4 100 103.85 100 84.61 84.61 38.46 34.61
5 100 120 122.5 155 132.5 105 95
6 100 116.13 109.68 90.32 93.55 90. 32 7742
X 100 102.6 106.97 101.86 92.88 83.45 71.37
E.S.M. - 5.69 9.86 11.45 8.22 10.47 12.57

A



TABLA 10: EFECTO DEL R05-486/ SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10—7M(% CONTROL).

Exp. control 5° 107 157 207 25° 30°
1 100 75044 50.80 59.65 63.16 64.91 92.98
2 100 116.67 85.71 90.48 85.71 95.24 90. 48
3 100 96.43 100 103.57 107.14 103.57 107.14
4 100 77.78 YA 116.67 . 111.11 100 100
5 100 94.12 94.12 75 75 75 75
6 100 92 68 48 72 96 96
X 100 92.1 82.2 83.9 85.7 89 93.6
E.S.M. - 6.1 7.8 10.1 8 6.3 bl

-8C1-



TABLA 11: EFECTO DEL DMSO SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10_7M (% CONTROL).
Exp. control 57 107 157 207 _57 30°

1 100 106.03 107.86 101,34 101,66 95.14 101.6

2 100 107. 41 1T11.11 114.81 118.52 114.81 118.52

3 100 95.24 100 95.24 90.48 76.19 104.76
4 100 105.55 111,11 100 9% b4 9444 1T11.11

5 100 121. 95 117.07 96.68 104.88 90.25 85.37
6 100 100 100 100 100 100 85.71
X 100 106.03 107.86 101.34 101.66 95.14 101.09
E.S.M. - 3.69 2.76 2.85 3.97 5.14 5.48

-6ZT-



TABLA 12: EFECTO DEL R05-486/ SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10—5M(% CONTROL)

Exp. control 5 10° 157 207 257 307
1 100 98.21 97.15 87.57 82.72 76.31 74.79
2 100 92.68 92.68 85.36 70.73 39.02 36.50
3 100 100 94.59 86.49 87.78 87.78 81.08
4 100 93.87 97.96 81.63 81.63 71.43 72.79
5 100 102.13 95.74 91.49 82.98 100 97.87
6 100 102.38 104.76 92.86 90.47 83.33 85.71
X 100 98.21 97.15 87.57 82,72 76.31 74.79
E.S.M. - 1.69 1.7 1.68 2.77 8.48 8.49
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TABLA 13: EFECTO DEL DMSO SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10_5M(% CONTROL)

Exp. control 5° 107 157 '20’ 257 307
1 100 103,22 93.54 93.54 100 100 100
2 100 87.5 82.5 87.5 90 92.5 87.5
3 100 82 81.6 78.79 81.6 76.3 76.3
4 100 97. 4 97. 4 97.4 97. 4 100 102.6
5 100 96.1 84.3 72.5 70.6 72.5 68.6
6 100 97.3 94.6 91.9 86.5 . 89.2 91.9
X 100 95.6 89 87 87.7 88.4 87.8
E.S.M. - 2.2 2.8 3.9 hud 4.8 5.4




TABLA 14: EFECTO DEL R05-486/ SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10_61\1(% CONTROL)

Exp. control 57 107 157 20° 57 30°
1 100 110,26 84.62 '94.87 92.31 87.18 84.62
2 100 93.22 95.48 86.64 86.44 81.36 74.58
3 100 92.86 91.07 91.07 91.07 89.29 91.07
4 100 78.95 70.18 68. 42 68. 42 63.16 59.65
5 100 94 86 80 78 76 74
6 100 91.23 89.47 85.96 78.95 78.95 7544
X 100 93. 44 86.13 84.4 82.5 79.3 76.6
E.S.M. - bl 3.6 3.8 3.7 3.8 bl
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TABLA 15: EFECTO DEL DMSO SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDTACO A LA CONCENTRACION 10_6M(% CONTROL)

Exp. control 57 107 157 207 257 30°
1 100 89. 36 80.55 79. 59 79.1 71.6 69.97
2 100 85.37 75.61 73.17 70.73 65.85 65.85
3 100 88.68 88,68 88,68 90. 56 88.68 86.79
4 100 90.57 75,47 77.36 75.47 71.7 69.81
5 100 93.62 82.98 78.72 70.21 65.96 61.70
6 100 88.57 80 80 71.43 65.71 65.71
X 100 89.36 80.55 79.59 75.7 71.6 69.97
E.S.M - 1.1 2.02 2.07 3.13 3.61 3.59

Lo
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TABLA 16: EFECTO DEL R05-486/ SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 5XTO-7M(% CONTROL)

Exp. control 57 10° 15° 207 257 307
1 100 84 71 69 72 66 68

2 100 96 80 72 73 62 60

3 100 88.89 76.67 6hibt Tk bl 68.89 66.67
4 100 92.04 86. 36 75 79.54 68.18 68.18
5 100 84.7 7412 64.7 63.53 64,7 56,47
6 100 83.33 87.18 80.77 67.95 58.97 70.51
X 100 , 88.16 79.22 70.98 7174 64.79 64.97
E.S.M. - 2.07 2.67 2.57 2.24 1.54 2.23
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TABLA 17: EFECTO DEL DMSO SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 5X1O_7M(%CONTROL)

Exp. control 5° 10”7 157 207 257 307
1 100 100 106.58 102.63 103.95 93.42 78.95
2 100 93.55 88.71 59.68 53.23 53.23 51.61
3 100 84.81 69.62 63.29 62.02 59.49 58.23
4 100 87.95 77.11 72.29 84.34 72.29 72.29
5 100 82.61 62.39 63.04 69.56 64.13 60.87
6 100 98.51 91.04 83.58 59.70 25.37 25.37
X 100 91.24 83. 41 74.08 72.13 61.29 57.89
E. - 2.95 6.08 6.72 7.71 9.14 7.65




TABLA 18: EFECTO DEL R05-4864 SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10_7M(%CONTROL)

Exp. control 57 107 157 207 57 30°
1 100 97.10 85.50 85.50 78.26 78.26 79.71
2 100 93.55 93.55 93.55 93.55 96.77 96.77
3 100 92.16 92.16 84.31 90.20 86.27 86,27
4 100 100 97.22 83.33 77.78 83.33 86.11
5 100 100 65.22 95.62 91.30 95.65 95.65
6 100 100 93.44 90.16 95.08 91.80 88.52
X 100 97.14 87.8 88.5 87.7 88.7 88.8
E.S.M. - 1.4 4.8 2.3 3.1 3 2.6
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TABLAT9: EFECTO DEL DMSO SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDTACO A LA CONCENTRACION 10—7M(%CONTROL)

Exp control 57 10° 157 207 257 307
1 100 87.62 81.34 78,41 76.04 74.76 73.56
2 100 95.12 92.68 87.80 85.37 85.37 82.93
3 100 85 82.5 80 77.5 77.5 75
4 100 82.5 72.5 72.5 65 62.5 60
5 100 92.16 82.35 78.43 82.35 78.43 80.39
6 100 83.33 76.67 73.33 70 70 70
X 100 87.62 81.34 78. 41 76.04 74,76 73.56
E.S.M - 2.08 2.77 2.24 3.09 3.19 3.33

—LET-



TABLA 20: EFECTO DEL PK 11195 SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10_5M(%CONTROL)

Exp. control 5° 10”7 157 207 25 307
1 100 77.77 83.33 66.66 52.77 55455 52,717
2 100 126,66 146.66 126,66 106.66 120 126.66
3 100 76447 105.88 100 76.47 70.58 58,82
4 100 . 86.67 86.67 93.33 66.67 70 63.33
5 100 100 82.35 79. 41 67.64 61.76 58.82
6 100 77.27 68.18 63.64 68.18 72.73 63.64
X 100 90.81 95.51 88.28 73.06 75.10 70.67
E.S.M. - 8.05 11.36 9.64 7.4 9.36 11.31

]
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TABLA 21: EFECTO DEL PK 11195 SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 'lO'jéM(%CONTROL)

Exp. control 57 107 15° 207 25 307
1 100 97.2 87.24 87.24 88.9 86.58 82.57
2 100 95.5 95.5 95.5 90.9 75 68
3 100 112.5 100 106.25 100 100 100
4 100 100 95.83 100 100 108. 33 104.16
5 100 81.8 45445 36.36 38.63 40.9 36.36
6 100 108.69 86.95 104.43 108.69 108. 69 104. 34
X 100 97.2 87.24 87.24 88.9 86.58 82.57
E.S.M. - 3.59 9.18 10. 45 10. 56 10.58 10.94




TABLA 22: EFECTO DEL PK 11195 SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 5X1O-7M(%CONTROL)

Exp. control 5° 107 157 20" 57 30°
1 100 100 116,67 162.5 129.17 58.33 33.33
2 100 63.33 76. 66 73.33 83.33 80 80
3 100 100 155,55 155.55 88. 88 66. 66 A
4 100 100 150 125 116.67 116,67 108.33
5 100 116. 66 133,33 133,33 150 127,77 116.66
6 100 65.21 82.6 104,34 108.69 130,43 130. 43
X 100 90.86 119.13 125,67 112.79 96. 64 85.53
E.S.M. . 8.8 13.7 13.6 10.2 13,1 16.27
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TABLA 23: EFECTO DEL PK 11195 SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10_7M(%CONTROL)

Exp. control 57 107 157 207 57 307
1 100 100 103.33 96.66 96.66 93.33 90
2 100 89.47 89.47 89.47 81.58  84.21 84.21
3 100 100 100 110 116.66 110 103.33
4 100 92.5 85 72.5 125 125 125
5 100 9%.11 94,11 82.35 64.70 76. 47 88.23
6 100 100 95 90 100 92.5 97.5
X 100 96.01 94.48 90.16 97.43 96.9 98.04
E.S.M. - 1.8 2.7 5.1 9.02 7.2 6.04
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TABLA 24: EFECTO DEL PK 11195 SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10-5M(%CONTROL)

Exp. control 57 10”7 157 207 257 30°
1 100 89.74 71.79 69.23 69.23 64.10 61.53
2 100 74413 60.34 55.17 53044 46.55 bt .82
3 100 100 84.37 84.37 84.37 87.5 81.25
4 100 96 92 86 104 84 80
5 100 76.08 54.34 54.34 45.65 N A 45.65
6 100 94.85 92.31 92,31 82.05 84.62 82.05
X 100 88.47 75.85 73.57 73.12 69.70 65.88
E.S.M. - bedd 6.6/ 6.7 8.79 7k 7.23
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TABLAZ5: EFECTO DEL PK 11195SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10_6M(%CONTROL)

Exp. control 5° 10”7 157 207 257 307
1 100 97.62 95.35 90.07 87.99 84.56 83.13
2 100 97.6 95.2 88 85.7 81 81
3 100 96.8 96.8 96.8 90.3 87.1 87.1
4 100 111,11 100 91.66 94 bd 91. 66 88.88
5 100 93.47 86.95 78.26 76.04 71.74 68.56
6 100 89.13 97.82 95.65 93.47 91. 30 89.13
T 100 97.62 95.35 90.07 87.99 84.56 83.13
E.S.M. - 3 1.83 2.72 2.73 3.05 3.02

~Ev1-



TABLA 26: EFECTO DEL PK 11195 SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION.5x10_7M(%CONTROL)

Exp. control 57 107 157 207 257 30°
1 100 95.71 88.57 77.14 68.57 102. 86 104.28
2 100 80.2 81.19 79.21 77.23 73.27 71.29
3 100 87.88 81.82 83.33 84.85 87.88 87.88
4 100 91.14 88.61 83.54 77.21 84.81 88.61
5 100 97.67 86.04 82.56 82.56 81.39 81.39
6 100 : 91.17 89.21 84.31 82.35 81.37 81.37
X 100 90.62 85.9 81.68 78.79 85.26 85.8
E.S.M. - 2.5 1. 46 1.16 2.4 4.0 448

Al



TABLA 27: EFECTO DEL PK 11195 SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO A LA CONCENTRACION 10-7P4(%CONTROL)

Exp. control 57 107 157 20° 257 307
1 100 102.77 YRV 88.88 88.88 86.11 80.55
2 100 85.77 81.63 79.59 7347 73,47 7143
3 100 97. 56 95.12 90.24 87.80 85. 36 90.24
4 100 93.75 89.58 93.75 93.75 87.5 87.5
5 100 100 109.67 74.19 70.96 77 41 7741
6 100 97.72 79.54 84.09 81.81 77.27 77.27
X 100 93.2 91.7 85.12 82.77 81.18 80.73
E.S.M. - 3.6 bl 2.9 3.69 2.3 2.8
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TABLA 28:

EFECTO DEL RO5-4864+PK 11195 SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO,CONCENTRACION 10—5M(%CONTROL)

Exp. control 57 107 157 207 57 307
1 100 129.3 147 163.6 159.2 136.7 114.2
2 100 127,27 145,45 200 190.9 172.72 163.63
3 100 128,57 171442 200 214.8 142.85 121,42
4 100 136. 36 136.36 127.27 109.09 109.09 72.72
5 100 109.09 109.09 118.18 118.18 113.63 113.63
6 100 145445 172.72 172.72 163.63 145045 100
X 100 129.3 147 163.6 159.2 136.7 114.2
E.S.M - be9 9.67 14.28 16.64 9.5 12.13
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TABLA 29: EFECTO DEL R05-4864+PK 11195 SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO,CONCENTRACION 10—6M(%CONTROL)

Exp. control 57 10° 157 207 57 307
1 100 91.18 94.12 97.06 102.94 105.88 117.65
2 100 90.48 85.71 95.24 107.14 109. 52 114.29
3 100 111. 43 85.71 102.86 145,71 120 97.14
4 100 73.08 73.08 90. 38 101.92 92,31 100
5 100 108.11 108.11 97.3 86.48 48.65 64.86
6 100 108.33 116,67 108.33 83.33 91.67 75
X 100 97.1 93.9 98.53 104.57 94.67 94.82
E.S.M. - 6,08 6.55 2.55 9.1 10.2 8.6
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TABLA 30: EFECTO DEL RO5-4864+PK 11195 EN INOTROPISMO CARDIACO, CONCENTRACION 5X1O_7 M(%CONTROL)

Exp. control 57 10 15° 207 257 307
1° 100 68.85 7541 65.57 65.57 49.18 49.18
2 100 97.73 90.91 61.36 57.95 57.95 57.95
3 100 88.1 71.43 80.95 90. 48 95.24 66.67
4 100 86.67 70 53.34 53.34 66.67 66.67
5 100 87.1 82.26 93.55 87.1 96.77 103.32
6 100 103.22 119.35 122.58 122.58 67.74 35.48
X 100 88.61 84.89 79.53 79.5 72.26 63.19
E.S.M. = 4e8 7.57 10442 10.6 7.99 9.34
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TABLA 31: EFECTO DEL RO5-4864+PK 11195 SOBRE EL INOTROPISMO CARDIACO,CONCENTRACION 10—7 M(%CONTROL)

Exp. control 57 10° 15° 207 257 307
1 100 104.02 100.08 90.38 92.45 95.61 96.43
2 100 100 66.67 70.38 62.5 100 116,67
3 100 123.53 111.76 94.12 82.35 64.70 52.94
4 100 90.7 88.37 79.07 81.4 81.4 83.72
5 100 100 121.87 84.37 112.5 143.75 140.62
6 100 105,87 111.76 123.53 123.53 88.23 88.23
X 100 104.02 100.08 90. 38 92.45 95.61 96.43
E.S.M. - bol5 8.16 744 9.11 10,87 12,22

671~



TABLA 3 2:EFECTO DEL R05-4864+PK 11195 SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO,CONCENTRACION ’IO—SM(%CONTROL)

Exp. control 57 107 157 20° 257 307
1 100 86.5 78.1 82.7 82.2 85.8 69.1
2 100 ~107.69 100 123.07 115.38 115,38 107.69
3 100 68.75  56.25 56.25 75 81.25 81.25
4 100 73.33 83.3 96.66 90 83.33 16.66
5 100 82.5 80 75 72.5 70 65
6 100 100 70.8 62.5 58.3 79.2 75
X 100 86.5 78.1 82.7 82.2 85.8 69.1
E.S.M. - 6.15 5.89 9.99 7.91 6.31 12.16
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TABLA 33:EFECTO DEL R05-4864+PK 11195 SOBRE EI CRONOTROPISMO CARDIACO,CONCENTRACION 10-6M(%CONTROL)

Exp. control 57 10° 15° 20° 25° 30°
1 100 85.11 80.85 76.6 76.6 Tho 47 70.21
2 100 118.75 115,62 100 81.25 75 68.75
3 100 97.5 85 82,5 75 80 87.5
4 100 114.71 114,71 100 88.24 94.12 94.12
5 100 91.67 83.33 83.33 61.11 66.67 61.11
6 100 86. 36 97.73 100 86. 36 88. 64 95. 45
X 100 99.01 96.21 90. 4 78.09 79.82 79.52

E.SoMo - 5-9 6.4«5 4—039 Zl' 4.08 5098
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TABLA 34: EFECTO DEL R05-4864+PK 11195 EN CRONOTROPISMO CARDIACO,CONCENTRACION 5X’IO-7M(%CONTROL)

Exp. control 5 10° 15 207 25° 307
1 100 81.25 79.17 77.08 79.17 77.08 75
2 100 86.67 82.22 80 80 68.89 68.89
3 100 107.89 94.74 86.84 78.95 76. 32 86.84
4 100 85.87 70.65 75 73.91 69.56 68. 48
5 100 844l 65.55 61.11 57.78 52,22 48.89
6 100 85.9 79. 49 73.07 71.79 84.61 88. 46
X 100 88.67 78.63 75.51 73.6 TV bt 72.76
E.S.M. - 3.92 4ol 3.48 3.43 4.5 5.92
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TABLA 35:EFECTO DEL R05-4864+PK 11195 SOBRE EL CRONOTROPISMO CARDIACO, CONCENTRACION 10-7M(%CONTROL)

.15’

EXp. control 5° 107 207 25° 307
1 100 91.90 86.77 86.12 75.04 69.26 76.85
2 100 95,12 102. 44 100 97.56 56.09 56.09
3 100 88.64 77.27 75 65.91 75 81.82
4 100 91.67 91.67 89.58 46.53 50 83.33
5 100 86.96 73.91 71.74 65.22 65,22 63.04
6 100 97.14 88.57 94.29 100 100 100
X 100 91.90 86.77 86.12 75.04 69.26 76.85
E.S.M. - 1.56 473 448 8.41 7.16 6.39
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2-amino-4-oxidadas

1,3-dihidro-2 cetona

FIGURA 1: Estructura quimica de las benzodiacepinas (2)
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FIGURA 2: Estructura de algunas benzodiacepinas y
de PK 11195, clasificadas segun la zona
del organismo donde ejercen su accidn
preferentemente (14, 17).



FIGURA 3: REACCIONES METABOLICAS DE LAS BENZODIACEPINAS.(19)

Clave: Los subrayados son utilizados en terapettica. Los marcados "*" gon activos "per se'.

*
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Desmetilacidn
% : Formacidén de %
NeDésmetil Clordiacepéxido 2&-lactoma . ppyoyappy — o Apertura de la
—_——e lactona (elimi-
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MEDACEPAN = DIACEPAN — DESMETIL DIACEPAN = CLORACEPATO
Hidroxilacidén  Hidroxilacidn : Dealquilacidn
k¥ Demetilacién * ¥ *
TEMACEPAN > OXACEPAN <= PRACEPAN
Hidroxilacidn
l tDealquilacién

Derivados conjugados (eliminacidn)
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FIGURA 4: Accidn de la benzodiacepinas (Bz) sobre los neurotransmisores del SNC (5,6,40,66).
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Clave: G=receptor de GABA; Bz=receptor de Bz.; *=proteina mo-
duladora; columna sombreada=canales de cloro,

A: Estado de reposo

B: Estimulacidén del receptor de Bz.: se
abren los canales de cloro.

C: Fstlmula01on del receptor de Bz.: au-
mento de”’ aflnldad del GABA. ho

D: Estlmula01on de los receptores de
GABA y Bz.: se abren los canales de
cloro y se incrementa la afinidad de
los receptores de GABA y Bz.

"FIGURA 5: Modelo hipotético de accidn de las Bz. sobre la
"unidad reguladora del receptor del GABA" (66).
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FIGURA 6: Corazdén de rata perfundido en solucidn Ringer, ca-
nulado y oxigenado, listo para ser colocado en el
sistema de perfusidén de Langendorff.



=161~

FIGURA 7: Corazén de rata en sistema de Langendorff (detalle).
Puede apreciarse el termdémetro, el mandémetro, asi co-
mo el transductor fuerza/desplazamiento.
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FIGURA 8: Sistema de perfusidn de Langendorff. Puede apre-
ciarse el poligrafo utilizado para registrar las
experiencias y el bano termostatizado.
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30 MINUTOS (tras fdrmaco)

_ FIGURA 11: Continuacién.
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FIGURA 14: Registro experimental del efecto de R05-4864 (10~
M) en corazén aislado de rata.
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30 MINUTOS (tras férmaco)

FIGURA 14: Continuacidn.
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FIGURA 25: Registro experimental del efecto de PK 11195 (‘IO—6
M) en corazén aislado de rata.
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FIGURA 40: Acoplamiento excitacibén-contraccidén (182).
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