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@ Resumen:

Nuevo uso del diacepam como potenciador del efecto
de los inhibidores PDE3.

El diacepam es (til en la fabricacion de farmacos
potenciadores del efecto de los inhibidores de la fos-
fodiesterasa tipo 3 (PDE3). También es til en la
fabricacién de farmacos para el tratamiento de pa-
cientes con insuficiencia cardiaca.
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DESCRIPCION

Nuevo uso de diacepam como potenciador del
efecto de los inhibidores PDES.
Campo técnico de la invencién

La presente invencién se encuadra dentro del
sector farmacéutico y més especificamente de las
nuevas aplicaciones del diacepam, farmaco sobra-
damente conocido y de gran interés terapéutico.
Estado de la técnica anterior a la invencién

En trabajos de investigacién anteriores, el soli-
citante ha demostrado que el diacepam potencia
el efecto inotrépico positivo de farmacos simpa-
ticomimeticos, tanto directos [(1) Martinez E. y
col., Eur. J . Pharmacol, 282;169-175], como indi-
rectos [(Qf Martinez E. y col., Br. J. Pharmacol,
114,248P].

Por otra parte, es conocido que los farmacos
inhibidores de la fosfodiesterasa tipo 3 (PDE3) se
utilizan en el tratamiento de pacientes con insufi-
ciencia cardiaca [(3) Rettig y col. Cardiov.Drugs
Ther. 2, 401-406 (1988)].

Asimismo, existen situaciones clinicas en las
que se puede producir una asociacién de inhibido-
res de PDE3 y el diacepam, lo que podria resultar
de gran interés terapéutico.

El solicitante ha encaminado sus esfuerzos in-
vestigadores en esta linea los cuales han concluido
en la presente invencion.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencién, tal y como se indica en
enunciado, se refiere a un nuevo uso del diace-
pam como potenciador del efecto de los inhibido-
res PDE3.

Para el desarrollo de la presente invencién, el
solicitante ha investigado con tiras de tejido mus-
cular de corazoén de cobaya, concretamente tiras
de ventriculo derecho, de 1,5 mm de ancho apro-
ximadamente.

Todo el proceso se lleva a cabo a 34°C man-
teniendo las tiras en una solucién de Tyrode con
la siguiente composicion:

Componente | Concentracién (mM)
NaCl 136,9
KCl 5,0
CaClg 1,8
MgCls 1,5
NaH2P04 0,4
NaHCO; 11,9
Dextrosa 5,0

La preparacién se somete a una tensiéon de 1
g y se estimula eléctricamente con impulsos que
tienen una intensidad superior al nivel umbral en
un 50 %, una frecuencia de 1,5 Hz y una duracién
de 1ms.

Las contracciones experimentadas por las ti-
ras en estas condiciones se recogen mediante un
transductor fuerza-desplazamiento (Grass FT-03)
y se registran en un poligrafo Dynograf Beckman.
Estas condiciones se mantienen durante un deter-
minado periodo de estabilizacién antes de comen-
zar el experimento propiamente dicho.

Se ha estudiado la interaccién del diacepam
con los inhibidores tipicos de PDE3 : milrinona y
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SK&F 94120, y con el inhibidor de PDE4 : roli-
pram.

Los resultados se representan como una
fraccién del incremento de la contractilidad
cardiaca producido por una dosis méxima del ago-
nista (media + e.e). La comparacién estadistica
de los valores se realiza mediante la t de Student.

Dichos resultados ponen de manifiesto que el
diacepam a concentraciones de 5-100 pyM | ca-
rece de efecto inotrépico positivo. Sin embargo
aumenta significativamente la contractilidad del
musculo en presencia de una concentracién 1 uM
de los inhibidores de PDE3. Por el contrario tam-
poco produce ninguin efecto inotrépico en presen-
cia de una concentracién 1 pM del inhibidor de
PDEA4.

Estos resultados demuestran que el diacepam
produce un claro efecto inotrépico positivo en pre-
sencia de los inhibidores de PDE3, pero no en
presencia del inhibidor de PDEA4.

Como es conocida [(4) Nicholson C.D. y col.,
Trends Pharmacol. Sci., 12:19.27 (1991)] la si-
nergia de potenciacién existente entre los inhibi-
dores de PDE3 y PDEA4, a nivel de contractilidad
cardiaca, el efecto aqui descrito se considera una
consecuencia de que el diacepam inhibe la PDE4.

Este efecto del diacepam se produce a con-
centraciones comprendidas dentro del rango te-
rapéutico, sobre todo cuando el diacepam se uti-
liza como tratamiento de crisis convulsivas [(5)
Reynolds S.E.F. (1996) Martindale Extra Phar-
macopoeia. Londres. The Pharmaceutical Press;
(6) Samuelson P.N. y col. Anesth. Analg. 60:802-
809 (1981)]. Esta aplicacién podria tener utilidad
clinica. De hecho, la administracién de diace-
pam por via intravenosa se utiliza para inducir
la anestesia a pacientes que van a ser sometidos
a una operacién de cirugia cardiaca [(7) Inade y
cols., 1995, Br. J. Anesth. 74: 283-286; y (8)
Kansanaho y cols., 1997, J. Cardiothorac. Vasc.
Anesth. 11: 58-61]. Los niveles plasméticos de
diacepam, alcanzados en este caso, son equipa-
rables a las concentraciones utilizadas en nuestro
estudio (6). La milrinona que es el farmaco inhi-
bidor de PDE3 prototipo, también se utiliza para
revertir la disfuncién miocardiaca aguda conse-
cuencia del “bypass” cardiopulmonar en cirugia
cardiaca [(9) Butterworth y cols. 1995. Anesth.
Analg; 81: 783-92; y (10) Kikura y cols. 1997,
Anesth. Analg., 85: 16-22]. Por tanto, la aso-
ciacién de estos dos compuestos puede mejorar la
contractilidad cardiaca y la eyecciéon ventricular
que es un factor de crucial importancia en estos
pacientes.

Breve descripcion de la figura

La Figura 1 y tnica corresponde a las cur-
vas dosis respuesta, de tipo acumulativo, repre-
sentando el efecto inotrépico de diacepam solo y
en presencia de una concentracién 1 M de los in-
hibidores selectivos de PDE3, milrinona y SK&F
94120; el inhibidor de PDE4 rolipram o del di-
solvente dimetilsulf6xido.Las concentraciones re-
presentadas de dimetilsulféxido son las mismas
que las presentes en las distintas concentraciones
de los farmacos utilizados. Los incrementos de
inotropismo se representan como porcentajes del
efecto méximo de un agonista puro (isoprotere-
nol). Cada punto representa el valor medio +



3 ES 2 148 057 B1 4

error estandar (barras verticales) de cuatro expe-
rimentos.
Modos de realizacién de la invencién

La presente invenciéon se ilustra adicional-
mente mediante el siguiente ejemplo no limitativo
de su alcance.

Ejemplo
1. Método

Se utilizaron cobayas de ambos sexos, de pe-
sos comprendidos entre 400-600 g procedentes del
estabulario de la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad de Murcia.

El animal se sacrificaba mediante un golpe en
la cabeza y, posteriormente era decapitado. El
corazon se extraia rapidamente, practicando una
esternotomia media y se sumergia en una soluciéon
de Tyrode saturada con gas carbdgeno (95 % O,
5% CO3). Posteriormente se diseccioné la pa-
red libre del ventriculo derecho comenzando por
el extremo que queda libre después de seccionar
la auricula derecha, y siguiendo a lo largo del ta-
bique interventricular. El tejido se corté en tiras
de aproximadamente 1,5 mm de ancho. Todos los
procesos se realizaron con la preparacién sumer-
gida en una solucién de Tyrode de la siguiente
composicién (mM):

NaCl 136,9,KC1 5,0,CaCly 1,8, MgCly 1,5,
NaH;PO, 0,4, NaHCO3 11,9, Dextrosa 5,0.

Las tiras del ventriculo derecho fueron mon-
tadas longitudinalmente entre dos electrodos de
platino y mantenidas en solucién de Tyrode a
34°C. Se utiliz6 un bano de 6rganos de 30 ml de
capacidad. La preparacién fué sometida a una
tensién de 1 g y se estimul6 eléctricamente me-
diante un estimulador Grass SD-9. Los impul-
sos aplicados tenian una intensidad superior al
nivel umbral en un 50 %, una frecuencia de 1,5
Hz y una duracién de 1 ms. Las contracciones
fueron recogidas mediante un transductor fuerza-
desplazamiento (Grass FT-03) y registradas en
un poligrafo Dynograf Beckman. En estas con-
diciones, se mantuvo la preparacién durante un
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periodo de estabilizacién de, al menos, 30 min
antes de comenzar el experimento propiamente
dicho.

Se realizaron curvas dosis-respuesta, de tipo
acumulativo, de diacepam, milrinona o rolipram.
Los compuestos se anadieron al bano de érganos
(30ml de capacidad) en volimenes iguales o me-
nores de 0,1 ml. Las concentraciones de los
farmacos se incrementaron una vez que la res-
puesta a la dosis previa se hubiese estabilizado
o tras un periodo de 5 min sin obtener respuesta.

Se estudié la interaccién de diacepam con los
inhibidores tipicos de fosfodiesterasa tipo 3 mil-
rinona y SK&F 94120 y con el inhibidor selectivo
de PDE tipo 4 rolipram. Para ello, cada inhibidor
de PDE estuvo en contacto con el tejido durante
30 min antes de realizar la curva dosis respuesta
de diacepam.

Una tira control, del mismo ventriculo, se uti-
liz6 también para confirmar la reproducibilidad
de la respuesta a un Unico agente en ausencia o
en presencia del disolvente.

Los resultados se representaron como fracciéon
del incremento de la contractilidad cardiaca
producido por una dosis maxima del agonista
(media+ e.e). La comparacién estadistica de los
valores se realiz6 mediante la t de Student.

2.- Resultados y discusion

El diacepam a concentraciones comprendidas
entre 5-100 uM, carece de efecto inotrépico po-
sitivo, en la preparacién anteriormente descrita.
Sin embargo, el diacepam incrementa significa-
tivamente la contractilidad de la preparacién en
presencia de una concentraciéon 1 uM de los inhi-
bidores de PDE 3 milrinona (n=4) o SK&F 94120
(n=4). Estos inhibidores de PDE 3, carecen de
efecto directo sobre la preparacién, a la concen-
tracién utilizada. Por el contrario, el diacepam
(5-100 M) no produce ningun efecto inotrdpico
en presencia de una concentracién 1 uM que ca-
rece “per se” de efecto, del inhibidor de PDE 4
rolipram (n=4) (Figura 1)
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REIVINDICACIONES

1. Nuevo uso del diacepam en la fabricacién
de farmacos potenciadores del efecto de los inhi-
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bidores de la fosfodiesterasa tipo 3 (PDE 3).

2. Nuevo uso del diacepam, segin la reivindi-
cacion 1, en la fabricacién de fArmacos para el tra-
tamiento de pacientes con insuficiencia cardiaca.
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isoprenalina O diazepam + 1 yM SK&F 94120

diazepam v diazepam+1 M milrinona
diazepam + 0 diazepam + 1 yM rolipram
vehiculo

Log. (M)

FIGURA 1
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