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RESUMEN

Los bloqueantes [-adrenérgicos han dejado de ser considerados como terapia de
primera linea de la hipertension arterial, ya que ofrecen una menor cardioproteccion que
otros antihipertensivos dada su menor capacidad de reducir la presion arterial central y
la variabilidad de la presion arterial (VPA). La evidencia que establece la inferioridad
de los bloqueantes [-adrenérgicos se sustenta en estudios que incluyeron
primordialmente al atenolol y no necesariamente es extrapolable a nuevos agentes con
acciones pleiotropicas como carvedilol o nebivolol. Considerando la capacidad
vasodilatadora de carvedilol y nebivolol, el presente trabajo postula que estos [3-
bloqueantes de tercera generacion son mas efectivos que el atenolol en términos de
reduccion de la presion arterial central y atenuacion de la VPA de corto plazo con un
potencial beneficio cardioprotector. Con la finalidad de confirmar esta hipotesis se han
evaluado las propiedades farmacocinéticas (PK) y farmacodinamicas (PD)
enantioselectivas de carvedilol y nebivolol en diferentes modelos experimentales de
hipertension arterial -ratas espontdneamente hipertensas (SH), ratas tratadas con L-
NAME y animales con sobrecarga de fructosa- mediante el empleo de modelos PK/PD,
contrastandolas con la respuesta inducida por el atenolol.

En el andlisis del efecto antihipertensivo de carvedilol se ha encontrado una relacién
entre los niveles plasmaticos de carvedilol racémico y la respuesta hipotensora en todos
los grupos experimentales mediante la utilizacion de un modelo PK/PD con
compartimiento de efecto. El analisis PK/PD mostré6 un incremento en la respuesta
hipotensora al carvedilol en animales SH y L-NAME en ambas dosis estudiadas en
comparacion con sus controles. Este hallazgo sugeriria la participacion del sistema

nervioso simpatico vascular en el mantenimiento del estado hipertensivo en estos
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modelos de hipertension. Tal hipotesis fue confirmada al observar que la administracién
de carvedilol indujo una mayor reduccioén del cociente de baja frecuencia sobre alta
frecuencia (BF/AF), marcador de la actividad simpatica vascular en los animales
hipertensos en comparacion con el grupo control correspondiente. Los experimentos
realizados en el modelo de fructosa sélo evidenciaron un incremento de la eficacia
antihipertensiva de carvedilol luego de la administracion de la dosis mas alta, sin
evidencia de un mayor efecto simpaticolitico vascular. Por lo tanto, se sugiere que el
sistema nervioso simpatico participa de manera marginal en el mantenimiento del
estado hipertensivo inducido por la sobrecarga cronica con fructosa.

La evaluacion del efecto de carvedilol sobre el desvio estandar (DE) del registro de
presion arterial documentd que este bloqueante [3-adrenérgico induce una marcada
atenuacion de la VPA de corto plazo, la cual es independiente del estado hipertensivo y
de la modificacion de la presion arterial. Inclusive, tanto la reduccion de la presion
arterial central registrada a nivel carotideo como la atenuacion de la VPA de corto plazo
inducida por carvedilol fueron marcadamente superiores a la observada con atenolol en
los modelos estudiados. Finalmente, la evaluacion de los cambios en el cociente BF/AF
ha establecido que el carvedilol promueve una mayor reduccion de la sobreactividad
simpatica vascular que el atenolol en los tres modelos de hipertension estudiados.

El analisis PK/PD del efecto cronotropico de carvedilol mostr6 la existencia de un
incremento en la eficacia para este efecto en el grupo de ratas SH en comparacién con
los animales control sin observarse diferencias significativas en los otros grupos, lo que
sugeriria que s6lo los animales con hipertension genética exhiben una sobreactividad
del sistema nervioso a nivel cardiaco.

Producto de la respuesta hipotensora sostenida del nebivolol, no se hall6 una correlacién

entre la misma y los niveles plasmaticos del [-bloqueante utilizando los modelos
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PK/PD clésicos. La comparacion del efecto hipotensor establecié un comportamiento
diferencial segln la etiologia del cuadro hipertensivo. Mientras que los animales SH y
L-NAME experimentaron un mayor descenso inicial de la presion arterial en
comparacion con los controles normotensos, la respuesta hipotensora no se encontr6
incrementada en el modelo por sobrecarga de fructosa. En cuanto a la VPA latido-a-
latido, se observo que nebivolol, en las dos dosis de trabajo, indujo una reduccion
significativa en todos los grupos experimentales; sin embargo so6lo se hallaron
diferencias en la magnitud de dicha reduccion en los grupos SH y L-NAME en relacion
a sus controles. Estos resultados sugieren que, al menos en parte, el nebivolol ejerceria
un mayor efecto hipotensor en los animales hipertensos mediante el incremento de la
liberacion de 6xido nitrico (ON). El andlisis del cociente BF/AF establecio la existencia
de una mayor reduccién de este parametro en las ratas hipertensas SH y L-NAME, sin
hallarse diferencias en los animales fructosa, en comparacion con sus controles
normotensos; hallazgo que sugiere una mayor actividad simpaticolitica de nebivolol en
estos dos modelos.

Para el efecto bradicardizante no se observaron diferencias significativas en los grupos
L-NAME y SH al compararlos con sus respectivos controles, en cambio, en los
animales hipertensos por sobrecarga de fructosa se observo una reduccion del efecto con
respecto al grupo control.

De manera similar al carvedilol, el nebivolol demostr6 una mayor eficacia
antihipertensiva comparado con el atenolol, principalmente en los modelos SH y L-
NAME. En el caso de la VPA de corto plazo, el nebivolol también evidencidé una mayor
disminucién que el atenolol en los animales SH y L-NAME. Por ultimo, la reduccion de
la razon BF/AF también fue superior con nebivolol en los tres modelos de hipertension

experimental.
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El analisis de la respuesta bradicardizante no mostrd diferencias entre los dos [3-
bloqueantes en ratas SH, mientras que la respuesta de nebivolol fue inferior en los
animales L-NAME vy fructosa.

Estos resultados demuestran que, tanto carvedilol como nebivolol, producto de sus
propiedades pleiotropicas, generan efectos beneficiosos adicionales al atenolol,
produciendo un efecto cardioprotector potencialmente superior al bloqueante [3-

adrenérgico de segunda generacion.
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ABREVIATURAS

ADMA: Dimetilarginina asimétrica

AF: Alta frecuencia

AUC: area bajo la curva

BF: Baja frecuencia

BF/AF Relacion baja frecuencia/alta frecuencia
Bmax: Unidén maxima a proteinas

Cy: Concentracion de carvedilol unido a proteinas
Ceor: Concentracion corregida

Cqa: Concentracion de carvedilol en el dializado
Ce: Concentracion en el compartimiento de efecto
CEso: Concentracion efectiva 50

Cl: Aclaramiento

Clso: Concentracion inhibitoria 50

Cmax: Concentracion plasmatica maxima

Cp: Concentracion de carvedilol total en plasma
Coy: Concentracion al a tiempo t

Cu: Concentracion carvedilol libre

CYP: Citocromo P450

D: Dosis

DE: Desvio estandar

DEso: Dosis efectiva 50
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EEM:
Emax:
eNOS:
FC:
Fu:
Lv.
KD:

k12; k21:

kleykel:

kel y keO:
Kin:

Kout:

L-NAME:

MBEF:

NADPH:

NOS:

ON:

PA:

PAD:

PAS:

PAM:

PD:

PK:

Error estandar de la media

Efecto méximo

Oxido nitrico sintasa endotelial

Frecuencia cardiaca

Fraccion de carvedilol no unida

Intravenosa

Constante de disociacion

Constantes de equilibrio compartimentos central y de efecto
Constante de equilibrio compartimento periférico y de efecto
Constantes de eliminacion compartimento central y de efecto
Constante de produccion de orden 0

Constante de eliminacion de primer orden

Ester metilico de N-Nitro-L-arginina

Muy baja frecuencia

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

Oxido nitrico sintasa

Oxido nitrico

Presion arterial

Presion arterial diastolica

Presion arterial sistolica

Presion arterial media

Farmacodinamia

Farmacocinética
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PK/PD:

Rin vitro:
Rin vivo:
RAS:
SH:

T:

tin eq-

Vd:
Vdss:

VPA:

WKY :

APAM

AFC

Farmacocinético-Farmacodindmico

Recuperacion in vitro de la sonda de microdiéalisis
Recuperacion in vivo de la sonda de microdiélisis
Sistema Renina-Angiotensina

Espontaneamente hipertensos

Tiempo

Semivida de equilibrio entre los niveles plasmaticos y los niveles en el

compartimiento de efecto

Volumen de distribucion

Volumen de distribucion en estado estacionario
Variabilidad de la presion arterial
Wistar-Kyoto

Constante de distribucion

Constante de eliminacion

Cambio de presion arterial media

Cambio de frecuencia cardiaca

Coeficiente de Hill
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INTRODUCCION

Relevancia de la hipertension arterial

La hipertension arterial, definida como la elevacion sostenida de la presion arterial
sistolica y/o diastélica, es indudablemente uno de los grandes problemas sanitarios de la
poblacion, producto de su alta prevalencia y su relacion etioldgica con complicaciones
cardiovasculares, cerebrovasculares y renales. A nivel global, las enfermedades
cardiovasculares son responsables de aproximadamente 17 millones de muertes por afio,
casi un tercio del total. Entre ellas, las complicaciones de la hipertension arterial causan
anualmente 9,4 millones de muertes (OMS, 2013). En nuestro pais, se estima que la
hipertension afecta al 33,5% de la poblacion, estando solo la mitad bajo tratamiento
(Consenso Latinoamericano sobre Hipertension Arterial, 2013). Sin embargo, el dato
estadistico mas alarmante es el bajo porcentaje de pacientes tratados que logra
estabilizar sus niveles tensionales. Asi, mientras que en Europa un 40% de los pacientes
hipertensos tratados logra normalizarlos (Mancia y cols., 2008), solamente un 26,5% de
la poblacion hipertensa de nuestro pais alcanza dicho objetivo (Consenso
Latinoamericano sobre Hipertension Arterial, 2013). La importancia del control
adecuado de la presion arterial en la poblacion hipertensa queda demostrada por la
relacion continua entre el nivel tensional y el riesgo de enfermedad cardiovascular.
Datos de estudios observacionales han establecido que el riesgo de muerte asociada a
enfermedad cardiaca isquémica o accidente cerebrovascular aumenta de manera
progresiva a partir de un valor de presion arterial sistolica (PAS) y diastélica (PAD) de
115/75 mmHg, respectivamente. Inclusive, por cada 20 y 10 mmHg de incremento de la
PAS y PAD se duplica el riesgo de muerte de origen cardiovascular (Lewington y cols.,

2002; Consenso Latinoamericano sobre Hipertension Arterial, 2013).
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Varias razones explican el bajo grado de control de la hipertension arterial en pacientes
tratados, entre ellas el incumplimiento terapéutico, el nivel socioeconémico y la falta de
educacion al paciente hipertenso (Consenso Latinoamericano sobre Hipertension
Arterial, 2013). En relacién a este punto, también es necesario destacar que la
hipertension arterial es una enfermedad multifactorial, cuya fisiopatologia no esta
totalmente dilucidada, lo que afecta negativamente al éxito de la terapéutica.

Debido al alto impacto sanitario de la hipertension arterial, es relevante el estudio de los
mecanismos fisiopatologicos intervinientes en el desarrollo de la misma, tanto a nivel
clinico como en modelos de hipertension experimental. Un mayor conocimiento de las
causas que originan el aumento sostenido de la presion arterial permitiria una seleccion
mas racional de los firmacos antihipertensivos.

Por otro lado, si bien se cuenta con agentes antihipertensivos de elevada eficacia clinica,
la mayoria de los pacientes requiere de politerapia para normalizar sus valores
tensionales (Consenso Latinoamericano sobre Hipertension Arterial, 2013). Muchos
farmacos antihipertensivos, pese a su extenso uso clinico, no presentan un mecanismo
de accion totalmente dilucidado. Entre ellos, los bloqueantes [3-adrenérgicos son el caso
mas emblematico. Aunque estos antihipertensivos se emplean desde hace més de medio
siglo, su mecanismo de accion ain es objeto de controversias (Ripley y Sassen, 2014).
Por lo tanto, también resulta de sumo interés el estudio de los posibles mecanismos a
través de los cuales las drogas antihipertensivas producen un descenso de los niveles
tensionales, ya que dicho conocimiento seria una herramienta eficaz con el fin de

desarrollar agentes mas eficaces.
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Farmacologia de la hipertension arterial

Los beneficios del tratamiento antihipertensivo sobre la morbimortalidad cardiovascular
dependen en gran parte del descenso de la presion arterial, independientemente de la
clase de agentes utilizados (Consenso Argentino sobre Hipertension Arterial, 2013). La
eleccion del farmaco depende de varios factores; entre ellos, la experiencia previa del
paciente con otros farmacos antihipertensivos, el costo del tratamiento, la presencia de
comorbilidades, el efecto de las drogas sobre los factores de riesgo cardiovascular del
paciente y la posibilidad de interacciones farmacoldgicas (Consenso Argentino sobre
Hipertension Arterial, 2013). En todos los casos en los que sea posible se recomienda la
utilizacion de farmacos de accidon prolongada de modo de asegurar el control de la
presion arterial durante las 24 horas con una sola toma diaria, lo cual favorece el
cumplimiento del tratamiento por parte del paciente.

El arsenal terapéutico para el control de la hipertension arterial estd compuesto por
farmacos considerados de primera linea y farmacos complementarios. Los firmacos de
primera linea actfian a través de diversos mecanismos, muchos de los cuales, como ya se
menciond, no estdn aun totalmente dilucidados. La presion arterial depende
principalmente de dos factores: la resistencia vascular periférica y el gasto cardiaco o
volumen minuto, ademds de estar regulada por el sistema nervioso central. Esto
determina la existencia de firmacos antihipertensivos con diferentes sitios de accion,
entre ellos: arteriolas, venas, corazon, rifidn y sistema nervioso central (Consenso
Argentino sobre Hipertension Arterial, 2013).

Dentro del grupo de farmacos de primera linea se incluyen los diuréticos tiazidicos, los
bloqueantes del sistema renina angiotensina (SRA) y los bloqueantes calcicos tipo
dihidropiridinas. Todos estos agentes han demostrado no solamente reducir los niveles

tensionales, sino también la hipertrofia ventricular izquierda que resulta del cuadro
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hipertensivo (Consejo Argentino de Hipertension Arterial, 2013). La hipertrofia se
genera tanto por un mecanismo de adaptacion para soportar el mayor estrés debido a la
necesidad de ejercer una mayor fuerza de contracciéon, como por la sobreactividad
neurohormonal que acompafia a la hipertension arterial (Diez y cols., 2001). Es
conocido que la noradrenalina, la angiotensina II y la aldosterona provocan efectos
troficos sobre los miocitos cardiacos (Diez y cols., 2001). Dada la existencia de una
fuerte correlacion entre la hipertrofia ventricular izquierda y la morbimortalidad
cardiovascular (Consenso Latinoamericano sobre Hipertension Arterial, 2013), los
farmacos antihipertensivos no solamente deberian normalizar los niveles tensionales,
sino también generar un retroceso de la hipertrofia ventricular.

Los [B-bloqueantes, aunque hasta hace poco considerados como medicamentos de
primera linea en pacientes con hipertension arterial sin patologias coexistentes, han
dejado de ser recomendados para el tratamiento inicial en sujetos hipertensos no
complicados (Ripley y Sassen, 2014). Incluso, hoy en dia se aconseja que la terapia con
B-bloqueantes sea utilizada como tratamiento adicional a un esquema que cuente con un
inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina o un bloqueante del receptor de
angiotensina, un bloqueante de los canales de calcio y/o un diurético (Eigth Joint
National Committee, 2014). La recomendacion para relegar a los PB-bloqueantes es
consecuencia de ensayos clinicos y estudios de meta-analisis que demostraron que son
inferiores a otros agentes antihipertensivos en cuanto a la reduccién de accidentes
cerebrovasculares y mortalidad cardiovascular, a pesar de las diferencias relativamente
pequenias en la reduccion de la presion arterial en comparacion a los mismos. Este
analisis también document6 que el Unico beneficio de la terapia con un B-bloqueante en
comparacion con placebo es la reduccion del riesgo de accidente cerebrovascular,

aunque con una magnitud menor a la de otros agentes antihipertensivos de primera linea
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(Ripley y Sassen, 2014). Sin embargo, es de notoria relevancia sefialar que el atenolol
ha sido el B-bloqueante que se evaluo en la gran mayoria (aproximadamente el 75%) de
dichos ensayos clinicos. La representacion desproporcionada de B-bloqueantes en estos
analisis ha estimulado el debate acerca de si la falta de beneficio con los B-bloqueantes

es un efecto de clase o se limita a atenolol (Elliott y Childers, 2011).

Dafio de organo blanco y mecanismos de proteccion de la terapia

antihipertensiva

Tradicionalmente se ha considerado que el aumento sostenido de la presion arterial
genera repercusiones negativas sobre organos blanco, entre ellos el corazon, el rifion y
el cerebro. En el corazon, por caso, el aumento de la poscarga induce a la hipertrofia y
posterior fibrosis del miocardio. Estas alteraciones estructurales terminan por provocar
patologias cardiacas como la angina de pecho, la insuficiencia cardiaca y las arritmias.
Bien sabido es que la disfuncion cardiaca es una patologia cardiovascular con un
elevado indice de morbimortalidad. En el sistema nervioso central, la hipertension
arterial esta asociada a una mayor incidencia de accidente cerebrovascular hemorragico,
generando muerte o discapacidad fisica del paciente. Por otro lado, a nivel renal, el
incremento de la tension arterial induce a nefroangioesclerosis y progresion hacia la
insuficiencia renal. Teniendo en cuenta la elevada tasa de morbimortalidad de la
hipertension arterial debido a los efectos generados sobre los érganos blanco antes
mencionados, es de vital importancia la normalizacion de los valores tensionales en los
pacientes hipertensos como conducta preventiva para evitar la progresion hacia un

evento cardiovascular mayor (Sociedad Europea de Hipertension, 2003).
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El concepto tradicional de que la proteccion cardiovascular de la terapia
antihipertensiva depende exclusivamente del descenso de la presion arterial,
independientemente del grupo farmacolédgico utilizado, ha sido refutado en los ultimos
afios a partir del descubrimiento de otros factores adicionales que contribuyen en la
progresion del dafio de o6rgano blanco, en especial el incremento de la presion arterial
central y el aumento de la variabilidad de la presion arterial (VPA).

La presion arterial central, definida por la presion arterial en el punto de salida hacia la
aorta, representa la presion directa ejercida sobre el cerebro, el corazon y los rifiones, y
ha sido establecida como predictor independiente de dafio cardiovascular y de eventos
cardiovasculares. Debido a la rigidez arterial de los vasos de las extremidades, la PAS
se eleva a medida que la sangre circula desde el corazon hacia la periferia, fenomeno
conocido como amplificacion de onda de presion. Como resultado, la PAS braquial y la
presion de pulso son mayores que las presiones centrales en individuos jévenes,
mientras que la diastolica permanece constante (Trudeau, 2014). La diferencia entre la
presion sistolica central y braquial puede ser tan alta como 40 mmHg en individuos
jovenes (Ripley y Sassen, 2014). Este patron es resultado del movimiento de la sangre
desde arterias centrales altamente elasticas hacia vasos braquiales mas rigidos. La
medicion de la presion arterial central se realiza mediante técnicas no invasivas de
medicion de pulsos radiales o carotideos y una funciéon de transferencia validada que se
utiliza para estimar las presiones centrales a partir de la sefial obtenida de los pulsos
periféricos (Trudeau, 2014).

Hay evidencia que sugiere que la presion arterial central estd mdas estrechamente
relacionada con el dafio de 6rgano blanco que la presion arterial medida periféricamente
(Roman y cols., 2007). Hallazgos de estudios transversales han establecido que la

presion arterial central se correlaciona de manera mas estrecha con marcadores de dafio
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de 6rgano blanco, como el espesor de la intima media carotidea y la masa del ventriculo
izquierdo, en comparacion con la presion arterial braquial (Ripley y Saseen, 2014).

La diferente eficacia que presentan algunos farmacos en cuanto a la disminucién de la
presion arterial central en comparacion con la presion arterial periférica podria ser una
de las causas por las cuales agentes que producen similares reducciones en la presion
arterial periférica no alcanzan igual proteccion frente a eventos adversos
cardiovasculares y al dafio de 6rgano blanco (Trudeau, 2014). Con respecto a este punto
existen trabajos que sugieren que los B-bloqueantes de segunda generacion, como
atenolol o metoprolol, pueden reducir con menor eficacia la presion aortica central que
la presion arterial braquial. Sin embargo, nuevos estudios sugieren que los [-
bloqueantes de tercera generacion tienen la capacidad de disminuir la presion arterial
central en mayor medida que los B-bloqueantes mdas antiguos, pese a reducciones
similares de la presion arterial braquial (Dhakam y cols., 2008).

Las diferencias en la capacidad cardioprotectora de los antihipertensivos se explica
ademas por la distinta eficacia en términos de atenuacion de la VPA. La presion arterial
no es constante sino que sufre de oscilaciones profundas y espontaneas a corto plazo (de
minutos a dias) y por largos periodos (meses) (Grassi y cols., 2012). El incremento en la
VPA se ha establecido como un factor de riesgo para el desarrollo de lesion de 6érgano
blanco no so6lo en pacientes hipertensos sino también en sujetos normotensos (Grassi y
cols., 2012; Parati, 2005). Un gran numero de estudios ha demostrado que la VPA de
corto plazo es mayor en pacientes hipertensos en comparacion con normotensos y la
mayor oscilacién de la presion arterial estd relacionada con el riesgo cardiovascular
(Grassi y cols., 2012). Las fluctuaciones de la presion arterial en el rango de minutos a
horas reflejan la influencia de la modulacion autondémica del aparato cardiovascular y

las propiedades elasticas de las arterias (Hocht, 2013). El incremento de la VPA de
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corto plazo se debe a la reduccion de la actividad de los reflejos cardiopulmonares y
arteriales en la amortiguacion de cambios en la presion arterial inducidos por estimulos
posturales o conductuales y/o a la alteracion de la distensibilidad arterial (Hocht, 2013).

Ademas, la presion arterial también muestra oscilaciones a mediano plazo (dia a dia) y
largo plazo (visita a visita) debido a varios factores, entre ellos la distensibilidad
arterial, la adherencia al tratamiento y los errores en la medicion de la misma (Hocht y
cols., 2015). El aumento de la rigidez arterial contribuye en el incremento de la VPA a
largo plazo; en relacion a esto el Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA) ha
demostrado recientemente que las alteraciones funcionales en la distensibilidad aortica y
la elasticidad arterial se asocian con una elevada VPA visita a visita (Shimbo y cols.,

2013).
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Tabla 1. Diferentes tipos de VPA, sus determinantes e implicancias clinicas

Determinantes

Implicancias clinicas

Funcioén vascular miogénica
Actividad simpatica central
Reflejos
cardiopulmonares/arteriales
Factores neurohumorales

Estimacion de factores
neurohumorales
involucrados en la
regulacion de la presion
arterial

VPA Rango de tiempo
Ultra corto Latido-a-latido
plazo
Corto plazo Minutos a horas

Funcion vascular miogénica
Actividad simpatica central
Reflejos
cardiopulmonares/arteriales
Factores neurohumorales
Rigidez anterial

Incrementos en VPA
dia/noche y durante las
24 horas asociado a
mayor riesgo de dafio a
organo blanco.

Actividad/Suefio
Mediano plazo Dia-a-dia Rigidez arterial Incremento de la VPA
Dosis y valoracion de drogas dia-a-dia asociado a
antihipertensivas dafio de 6rgano blanco,
microalbuminuria,
eventos
cardiovasculares y
mortalidad
cardiovascular
Largo plazo Visita-a-visita Adherencia al tratamiento VPA alargo plazo
Errores en la medicion de la independientemente

presion arterial
Distensibilidad arterial
Cambios estacionales

asociada a incremento
de incidencia de
accidente
cerebrovascular

Adaptado de Hocht y cols., 2014

Diferentes mecanismos se han propuesto para explicar el dafio de drgano blanco

asociado a una alta VPA, incluidos efectos hemodinamicos, disfuncion endotelial,

activacion del SRA y del sistema nervioso simpatico (Su y cols., 2001). Mediante la

estimacion de diferentes parametros de fluctuacion de la presion arterial en el corto

plazo -incluyendo desvio estdndar, coeficiente de variacion y el indice ARV (4Average

Rate Variability)-, distintos estudios preclinicos y clinicos han establecido una

asociacion entre el incremento de la VPA de corto plazo y un mayor dafio de 6rgano

blanco, con aumento de la incidencia de eventos cardiovasculares (Hocht, 2013). Mas
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recientemente se ha evidenciado la contribucion de la VPA de mediano y largo plazo
para el desarrollo de la enfermedad cardiovascular. Asi, el estudio Ohasama documentd
que la VPA dia-a-dia se asocia con mayor riesgo de mortalidad cardiovascular y
accidente cerebrovascular (Kikuya y cols., 2008). Ademas, el incremento de la VPA
visita-a-visita se ha asociado con eventos cardiovasculares (accidente cerebrovascular,
infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca e insuficiencia renal) y mortalidad en
diferentes poblaciones, incluyendo pacientes con hipertension o diabetes (Hocht y cols.,
2013). De esta manera, las evidencias clinicas apoyan que la VPA de corto plazo y largo
plazo contribuyen de forma independiente al dafo de 6rgano blanco y que la reduccién
de este parametro podria ser considerada como una posible nueva meta en medicina
cardiovascular (Schillaci y cols., 2011).

Un niimero creciente de estudios preclinicos y clinicos se ha centrado en la evaluacion
de los efectos de distintos farmacos de accion cardiovascular sobre la VPA,
demostrando la existencia de diferencias en el grado de control de este factor de riesgo
emergente (Hocht y cols., 2014). Los hallazgos establecen que los farmacos
antihipertensivos, ya sea como monoterapia o en combinacion, pueden reducir de forma
efectiva la VPA y con ello prevenir la morbilidad y mortalidad cardiovascular. Aunque
los mecanismos implicados en los efectos beneficiosos son relativamente desconocidos,
la atenuacion de VPA inducida por el tratamiento farmacologico puede estar
relacionada con su efecto de disminucion de la presion arterial, la mejora de la
regulacion autondémica del sistema nervioso y la reduccion de la rigidez arterial
(O’Brien, 2012). Sin embargo, los beneficios de la terapia antihipertensiva en términos
de atenuacion de la VPA dependen del grupo farmacologico. El estudio clinico Natrilix
SR versus Candesartan and Amlodipine in the Reduction of Systolic Blood Pressure in

Hypertensive Patients (X-CELLENT) establecid que el tratamiento con amlodipina
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reduce en mayor medida los indices de VPA de corto plazo en pacientes hipertensos en
comparacion con cardesartan o indapamida de liberacion sostenida. Un anélisis post hoc
de los resultados del ensayo ASCOT-BPLA demostr6 que el bloqueante calcico
amlodipina ejerce una mayor proteccion contra eventos cardiovasculares en pacientes
hipertensos al compararse con atenolol, como consecuencia de su mayor capacidad de
reducir la VPA a corto y largo plazo (Rothwell y cols., 2010). En el mismo sentido, un
meta-andlisis de estudios clinicos reveld que los bloqueantes célcicos conforman el
unico grupo farmacolédgico capaz de atenuar la VPA visita-a-visita en comparacion con
placebo; agentes con accion sobre el SRA, diuréticos tiazidicos y [-bloqueantes

mostraron efectos neutrales (Hocht y cols., 2015).

Evaluacion de la regulacion de la presion arterial mediante la

variabilidad latido-a-latido

La VPA general se compone de dos variables, los componentes ciclicos detectados por
el analisis espectral de registro de la presion arterial y la variabilidad erratica. Aunque
los componentes ciclicos de la VPA no muestran una relacion estrecha con el dafio a
organos blanco, la identificacion de los componentes de frecuencia de VPA por analisis
espectral puede proporcionar informacion sobre los mecanismos implicados en la

regulacion de la presion arterial (Stauss, 2007) (Tabla 2).
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Tabla 2. Mecanismos de regulacion de la presion arterial que alteran la VPA con su correspondiente
rango de frecuencias.

Mecanismos que alteran la VPA Rango de Frecuencias
MBF 0.02-0.20 Hz
BF 0.2-0.6 Hz
AF 1.0-4.0 Hz
Modulacion simpatica BF
Modulacién miogénica MBF
SRA MBF
ON endotelial BF
Actividad vascular simpatica BF/AF

MBF: muy baja frecuencia; BF: baja frecuencia; AF: alta frecuencia
Adaptado de Stauss, 2007

La homeostasis cardiovascular se alcanza gracias a una variedad de sistemas de
retroalimentacion, tales como el reflejo barorreceptor, sistemas hormonales, el SRA y
mecanismos locales como la respuesta vascular miogénica y el sistema de 6xido nitrico
(ON) endotelial. Casi todos estos mecanismos se ven afectados por enfermedades
cardiovasculares, como la hipertension o la insuficiencia cardiaca (Stauss, 2007). Con el
fin de mantener la homeostasis, los mecanismos de control cardiovasculares afectan
directa o indirectamente la presion arterial. Sin embargo, el tiempo de respuesta de la
puede variar notablemente; por ejemplo, los sistemas de respuesta lenta de control
cardiovascular -mecanismos hormonales-, afectan en mayor grado a los componentes de
baja frecuencia de VPA que los sistemas de respuesta rdpida -mecanismos neuronales-.

La serie de pasos que requiere la modulacién simpatica del tono vascular incluye el
procesamiento del sistema nervioso central, la transmision ganglionar, la conduccion
nerviosa simpatica, la liberacion, la difusion y la union de los neurotransmisores, la
cascada de sefalizacion intracelular y, por ultimo, las interacciones de la actina y

miosina. En estudios anteriores, se determinaron las frecuencias caracteristicas de
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respuesta simpatica vasomotora en ratas. Alli se concluyd que la arteria mesentérica
puede responder a la estimulacion nerviosa simpatica solamente en frecuencias de
estimulaciéon por debajo de 1,0 Hz y que las mayores respuestas dinamicas se
encuentran en el rango de baja frecuencia (BF) entre 0,2 y 0,5 Hz. (Stauss, 2007) (Tabla
2).

En arterias aisladas, la vasoconstriccion miogénica es considerablemente mas lenta que
la vasoconstriccion mediada por el sistema nervioso simpatico. El rango de frecuencia
para la modulacion miogénica en ratas es 0,02-0,2 Hz y es concordante con estudios que
demuestran que la funcidon miogénica contribuye a la autorregulacion del flujo
sanguineo a frecuencias inferiores a 0,2 Hz en la circulacion renal, a 0,13 Hz en el lecho
mesentérico y por debajo de 0,1 Hz en la circulacion cerebral (Kolb y cols., 2007).

El sistema del ON endotelial contribuye en la regulacion de la presion arterial en el
rango de frecuencias 0,05 a 0,4 Hz, considerando que la inhibicion de ON sintasa
endotelial (eNOS) en animales aumenta la VPA en esta gama de frecuencias. Un
aumento en la presion sanguinea incrementa la tension de estiramiento endotelial y
causa la liberacion de ON a partir de células endoteliales. E1 ON difunde hacia las
células musculares lisas vasculares adyacentes, donde provoca vasodilatacion por
activacion de la guanilil ciclasa (Stauss, 2007). Nafz y colaboradores demostraron que
el sistema ON endotelial amortigua la VPA en el rango de frecuencias entre 0,2 y 0,6
Hz en ratas (Tabla 2). Estudios anteriores reportaron un aumento en la VPA de muy
baja frecuencia (MBF) (0,02-0,2 Hz) y una disminucion de la VPA de BF (0,2-0,6 Hz)
durante la inhibicion de la liberacion de ON. La reduccion de la VPA de BF puede
resultar como una respuesta secundaria a la inhibicion barorrefleja del nervio simpatico
que resulta en una reduccion de la modulacion simpatica del tono vascular. El aumento

de la VPA de MBF puede ser secundario al incremento de la presion arterial o
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directamente relacionado con la reduccion de la liberacion ON desde el endotelio (Nafz
y cols., 1996; Stauss, 2007).

La regulacion de la presion arterial por el SRA depende de la sintesis y liberacion de
renina y angiotensindogeno. Luego, el angiotensindgeno necesita ser convertido en el
metabolito activo, la angiotensina II. Por lo tanto, se puede esperar que el SRA afecte la
VPA en frecuencias mas bajas que el sistema nervioso simpatico. De hecho, se ha
sugerido que el SRA modula la VPA en el dominio de MBF (Akselrod y cols., 1981).
Esta hipdtesis concuerda con los estudios realizados por Elghozi y colaboradores que
demostraron en ratas conscientes que la VPA de MBF (0,02-0,2 Hz) aumenta si el SRA
es estimulado experimentalmente y que este aumento es bloqueado por los antagonistas
del receptor AT, de angiotensina (Blanc y cols., 2000; Ponchon y Elghozi, 1996) (Tabla
2).

Finalmente, la relacion entre la VPA de BF y la VPA de alta frecuencia (AF) (cociente
BF/AF) comenz6 a utilizarse hace mas de 30 afios como una medida de la actividad

vascular simpatica en estudios preclinicos y clinicos (Fazan y cols., 2008) (Tabla 2).

Bloqueantes B-adrenérgicos: Caracteristicas farmacologicas

Los [-bloqueantes son farmacos fttiles por sus propiedades antiarritmicas,
antiisquémicas y antihipertensivas. Més recientemente, algunos agentes de este grupo
demostraron ser capaces de reducir la mortalidad y la hospitalizacion de pacientes con
insuficiencia cardiaca sistolica (Consejo Argentino de Hipertension Arterial, 2013).
Estos farmacos inhiben competitivamente los efectos cardiotoxicos de las catecolaminas
circulantes y por ello son capaces de reducir el consumo de oxigeno del miocardio
mediante la reduccion de la frecuencia cardiaca, la presion arterial y la contractilidad

(Steg y cols., 2012). A pesar de ello, la mayoria de 3-bloqueantes, por ejemplo atenolol,
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afecta negativamente a la sensibilidad a la insulina y al metabolismo de carbohidratos y
lipidos. Sin embargo, estudios recientes han demostrado un mejor perfil metabolico en
los congéneres mas modernos, como carvedilol y nebivolol, lo que sugiere que estos
ultimos podrian aventajar a los primeros en la terapéutica (Carella y cols., 2010).

Los B-bloqueantes difieren tanto en sus caracteristicas farmacocinéticas como en las
farmacodinamicas. Existen diferencias en cuanto a la absorcién gastrointestinal, el
metabolismo hepatico de primer paso, la solubilidad en lipidos, la uniéon a proteinas
plasmaticas, la penetracion en sistema nervioso central, la concentracion en el tejido
cardiaco, la velocidad de biotransformacién hepatica y el aclaramiento (Cl) renal del
farmaco y/o metabolitos (Frishman, 2002). En cuanto a las diferencias en el perfil
farmacodinamico, podemos diferenciarlos por la selectividad [3;, el agonismo parcial o
inverso, el efecto estabilizador de la membrana y las propiedades vasodilatadoras. Por
eso, y contrariamente a lo que puede suponerse, los B-bloqueantes son una familia
heterogénea, a punto tal que pueden clasificarse en tres generaciones con propiedades
farmacoldgicas bien diferenciables: los de primera generacion que bloquean de manera
no especifica receptores B1 y B2 (propranolol), los de segunda generacién que bloquean
con mayor afinidad al receptor B1 (atenolol) y los B-bloqueantes de tercera generacion

capaces de inducir vasodilatacion (carvedilol y nebivolol).
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Tabla 3: Propiedades farmacologicas de [3-bloqueantes utilizados en el tratamiento de la hipertension
arterial.

Selectividad Actividad Efecto Lipofilicidad Eliminacion
B, simpaticomimética  vasodilatador
intrinseca

Atenolol ++ 0 0 Baja Renal
Bisoprolol -+ 0 0 Media Renal/Hepatica
Bucindolol 0 + + bloqueo 0 Media Hepética
Carteolol 0 + 0 Baja Hepatica/Renal
Carvedilol 0 0 ++bloqueo a Media Hepética
Labetalol 0 + ++bloqueo o Baja Hepatica
Metoprolol ++ 0 0 Alta Hepatica

Nadolol 0 0 0 Baja Renal
Nebivolol +++ 0 ++aumento de Media Hepatica

ON

Propranolol 0 0 0 Alta Hepatica

0: ausente; +: bajo; ++: moderado; +++: elevado

Adaptado de Hocht y cols., 2014

Entre los diferentes bloqueantes [3-adrenérgicos, atenolol, carvedilol y nebivolol son,
hoy en dia, ampliamente prescriptos para el tratamiento de diferentes enfermedades
cardiovasculares, incluyendo la hipertension arterial. Estos bloqueantes presentan
diferencias sustanciales tanto en su perfil farmacocinético como farmacodinamico. El
atenolol es un B-bloqueante de segunda generacion que a dosis terapéuticas posee cierta
selectividad por el receptor B;. Dado que la afinidad del atenolol por el receptor B; es
alrededor de 10 veces mayor respecto al adrenoceptor [3,, la cardioselectividad se pierde
con la administracion de dosis elevadas (Wang y cols., 1999; Pires de Abreu y cols.,
2002). Al ser una molécula hidrofilica, su eliminaciéon es predominantemente renal de
manera inalterada (Rigby, 1985). El atenolol se administra como mezcla racémica (R y

S), si bien solamente el enantiomero S posee actividad farmacologica.
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Por su parte, tanto carvedilol como nebivolol se diferencian del atenolol por la presencia
de su actividad vasodilatadora. En este contexto, el carvedilol es un (-bloqueante de
tercera generacion racémico con propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas
enantioselectivas (Keating y Jarvis, 2003). Estd formado por dos enantidomeros (Ry S) y
es ampliamente metabolizado por las isoformas del citocromo P-450 CYP2D6 y
CYPIA2. En cuanto a la farmacodinamia, este agente posee efectos pleiotropicos,
incluyendo actividad antioxidante, inhibicion de la apoptosis, accidon antiinflamatoria y
proteccion mitocondrial (Ruffolo y cols., 1990). Los enantiomeros de carvedilol
muestran un comportamiento farmacocinético diferente tanto en humanos (Phuong y
cols., 2004) como en animales normotensos, teniendo en cuenta que el volumen de
distribucion (Vd) y el Cl del S-carvedilol son mayores a los del enantiomero R (Stahl y
cols., 1993). También existen diferencias en cuanto a la afinidad por los receptores
adrenérgicos. Solo el S-carvedilol bloquea con alta afinidad tanto al receptor [3; como al
[3; adrenérgico de manera inespecifica (Keating y Jarvis, 2003). Por el contrario, ambos
muestran propiedades antagonistas similares sobre los receptores 0j-adrenérgicos. Por
lo tanto, se espera que los enantiomeros de carvedilol contribuyan de manera diferente a
la respuesta cronotrdpica e hipotensora. Algunos de los metabolitos de carvedilol tienen
actividad antagonista [-adrenérgica, aunque so6lo el metabolito 4-hidroxifenilo es
aproximadamente 3 veces mas potente que el carvedilol (Frishman, 1998).

El nebivolol es un bloqueante [3-adrenérgico de tercera generacion capaz de antagonizar
de manera altamente selectiva y prolongada al receptor [3;-adrenérgico y de ejercer
propiedades vasodilatadoras debido a la estimulacién de la actividad de la eNOS en
arterias periféricas (Howlett, 2014). Nebivolol es administrado como mezcla racémica
que contiene en proporciones equivalentes los isomeros d y [ con propiedades

farmacologicas diferentes (Gao y Vanhoutte, 2012). Mientras que d-nebivolol presenta
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actividad ;-bloqueante, ambos estereoisomeros son responsables de la estimulacion de
la eNOS (Gao y Vanhoutte, 2012). Nebivolol es el bloqueante [3-adrenérgico con mayor
especificidad sobre el receptor [3;, con una afinidad relativa 3,/ 3, >300. El aspecto
farmacodinamico de mayor interés clinico de nebivolol es su capacidad de inducir
vasodilatacion dependiente del ON. Aunque los mecanismos exactos que contribuyen
en el incremento de la actividad de la eNOS inducido por nebivolol no se han
dilucidado completamente, la mayor produccion de ON se asocia con efectos vasculares
y miocardicos benéficos. En este contexto, nebivolol es capaz de activar el receptor [33-
adrenérgico endotelial promoviendo la estimulacion directa de la eNOS (Vanhoutte y
Gao, 2013). La actividad de la eNOS también es incrementada de manera indirecta por
nebivolol mediante la reduccion de los niveles de ADMA, un inhibidor endégeno
competitivo de todas las isoformas de la NOS (Vanhoutte y Gao, 2013). Finalmente,
nebivolol actlia como agente secuestrante de especies reactivas de oxigeno y es capaz de
inhibir la actividad de la NADPH oxidasa. Como resultado de esta accidén antioxidante,
este bloqueante [3-adrenérgico de tercera generacion previene el desacoplamiento de la
eNOS vy la reduccion de la biodisponibilidad del ON (Vanhoutte y Gao, 2013). A nivel
vascular, la difusion del ON hacia el musculo liso promueve la reduccion persistente del
tono vascular y suprime el proceso de remodelado (Vanhoutte y Gao, 2013).

En el plano farmacocinético, el nebivolol exhibe un perfil enantioselectivo considerando
que el Cl y el Vd del /-nebivolol son significativamente mayores a los del d-nebivolol
(Gao y Vanhoutte, 2012). Como consecuencia de su elevada lipofilia, es rapidamente
absorbido luego de su administracion oral y es sometido a metabolismo hepatico
extenso por reacciones de glucuronidacion y, en menor medida, por oxidacion a través
de la isoenzima CYP2D6 (Gao y Vanhoutte, 2012). Como resultado, las propiedades

farmacocinéticas dependen de la presencia de polimorfismo genético del CYP2D6, a tal
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punto que la vida media de eliminacién de nebivolol es de 12 y 19 horas en sujetos
metabolizadores extensos y lentos, respectivamente (Gao y Vanhoutte, 2012). Luego de
la administracion de la misma dosis, la concentracion plasmatica maxima de nebivolol
es 5 veces mayor en metabolizadores lentos (Gao y Vanhoutte, 2012). Estas diferencias
sustanciales en el perfil cinético de nebivolol no repercuten a nivel clinico dado que los
metabolitos hidroxilo y glucurénido del nebivolol son activos y contribuyen en la

actividad farmacolégica (Gao y Vanhoutte, 2012).

Modelos de hipertension experimental

Debido a que la etiologia de la hipertension puede ser multifactorial, el uso de modelos
animales experimentales proporciona informacion valiosa sobre muchos aspectos de la
enfermedad, incluyendo la etiologia, fisiopatologia, complicaciones y tratamiento.
Ademéds, al existir numerosas sustancias endogenas implicadas en el control de la
presion arterial -entre ellas calicreinas, vasopresina, ON, catecolaminas, endotelinas y
prostaglandinas, entre otras-, es necesaria la utilizacion de multiples modelos
experimentales para determinar la importancia relativa de los diferentes sistemas
neurohumorales en el desarrollo y mantenimiento de la hipertension arterial. Los
modelos de animales permiten el estudio del efecto antihipertensivo de los distintos
farmacos, asi como los mecanismos fisiopatoldgicos intervinientes en los diferentes
tipos de hipertension arterial. Entre los diferentes modelos experimentales disponibles,
que intentan reproducir los distintos subtipos etioldgicos de la hipertension arterial en
humanos, se destacan la rata espontaneamente hipertensa (SH), y la hipertension
inducida por la toma del inhibidor de la NOS, éster metilico de N-Nitro-L-arginina (L-

NAME), o de fructosa.
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Hipertension inducida por ingesta de L-NAME: Es un hecho que en los pacientes
hipertensos existe una disfuncion endotelial que tiende a perpetuar la alteracion del tono
vascular y que resulta responsable de los cambios estructurales que acompanan la
hipertension complicada con dafio en los 6rganos blanco. EI ON desempefia un papel
fundamental en la regulacion de la resistencia vascular sistémica, ejerciendo un efecto
vasodilatador. La administracion oral crénica del inhibidor de la NOS, L-NAME,
genera hipertension persistente asociada con lesion renal caracterizada por
glomeruloesclerosis, isquemia glomerular e infiltracion intersticial en el rifion (Dornas y
Silva, 2011). Este modelo de hipertensién experimental se asocia con una intensa
vasoconstriccion periférica y el consecuente aumento de la resistencia vascular. En
cuanto al gasto cardiaco, algunos autores han indicado la existencia de una reduccion
del mismo ain durante la inhibicion crénica de la NOS. Biancardi y cols. (2007) han
propuesto, ademas, la existencia de una sobreactividad simpatica en la hipertension
inducida por L-NAME, considerando el hecho de que el bloqueo simpéatico con
hexametonio provoca una disminuciéon de la resistencia periférica en este modelo
experimental. En relacion a las anomalias cardiacas, el nivel de hipertrofia en este
modelo es relativamente menor en comparacion con otros modelos con niveles de
presion arterial similares (Dornas y Silva, 2011).

Hipertension genética: la importancia de las ratas SH, originalmente endogamicas de
ratas Wistar y sus controles normotensos Wistar Kyoto (WKY), se ha atribuido a la
similitud de su fisiopatologia con la hipertension esencial en los seres humanos. Estos
animales desarrollan hipertension alrededor de las 4-6 semanas de edad sin intervencion
fisioldgica, farmacologica o quirtrgica; sin embargo, los factores ambientales afectan la
elevacion de la presion arterial (Dornas y Silva, 2011). Estudios in vivo han demostrado

que en las primeras etapas de la hipertension, las ratas SH presentan un aumento del
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gasto cardiaco con una resistencia periférica total normal y un incremento de la
actividad simpatica. A medida que el animal se desarrolla, el estado hipertensivo
progresa, el gasto cardiaco regresa a los valores normales y los vasos sanguineos
hipertrofiados producen un aumento en la resistencia periférica total. Con el avance de
la hipertension, las ratas SH desarrollan progresivamente (entre 6 y 24 meses de edad)
alteraciones estructurales en el corazoén en forma de hipertrofia cardiaca progresiva
(Dornas y Silva, 2011).

Hipertension inducida por sobrecarga de fructosa: Es un modelo animal
frecuentemente utilizado para estudiar la fisiopatologia del sindrome metabolico. La
administraciéon de una dieta rica en fructosa produce un incremento moderado de la
presion arterial asociado con trastornos metabdlicos. La ingesta continua de una
sobrecarga de fructosa promueve una serie de modificaciones metabolicas y
hemodinamicas caracterizadas por hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, resistencia a
la insulina, hiperactividad del SRA y del sistema nervioso simpatico. Desde hace mas
de dos décadas se postula la hipotesis de que la resistencia a la insulina y la
hiperinsulinemia concomitante son el nexo entre los trastornos metabdlicos y el
desarrollo de hipertension arterial en estos animales, asi como su mantenimiento a
expensas de una sobreactividad simpatica. Diversos hallazgos avalan, hasta el dia de
hoy, el posible papel de la insulina en la génesis de la hipertension arterial en este
modelo experimental (Reaven y cols., 1989). Ademas, algunos estudios han demostrado
la presencia de estrés oxidativo y la reduccion de la disponibilidad de ON en ratas
alimentadas con fructosa, lo que puede contribuir al desarrollo de la hipertension
mediante una mayor generacion de especies reactivas de oxigeno (Roberts y cols.,

2000).
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Modelos farmacocinéticos-farmacodinamicos (PK/PD)

Ademas de la disponibilidad de diferentes modelos de hipertension experimental, el
estudio preclinico de las propiedades cardiovasculares de los farmacos antihipertensivos
se enriquece por la posibilidad de aplicar modelos farmacocinéticos-farmacodindmicos
(PK/PD), los cuales permiten una mejor descripcion de las caracteristicas
farmacologicas de los bloqueantes [3-adrenérgicos. Varias razones justifican el
desarrollo de modelos PK/PD en la evaluacion de agentes cardiovasculares. Como se
menciond anteriormente, existe una manifiesta falta de efectividad clinica de la
terapéutica antihipertensiva que se evidencia por el elevado porcentaje de pacientes
tratados que no logra normalizar sus valores tensionales. Una de los principales causas
es, sin duda, la falla en la dosificacion optima de los farmacos antihipertensivos
(Stergiou y cols., 2007). Hoy en dia, un gran nimero de razones justifica la utilizacion
del modelado PK/PD de la respuesta cardiovascular a los [3-bloqueantes, incluyendo el
incremento de la informacién preclinica durante el proceso de desarrollo, la
identificacion de los factores que contribuyen a la variabilidad de la respuesta de estas
drogas, la capacidad de identificar pobres o no respondedores y la optimizacion de las
dosis en cada paciente hipertenso.

En este contexto, varios estudios han encontrado que la respuesta de la presion arterial
inducida por los farmacos antihipertensivos esta relacionada con los niveles tisulares de
los mismos y, por lo tanto, el modelado PK/PD permite una mayor comprension de las
caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas de los agentes antihipertensivos.
La experiencia en modelado PK/PD ha demostrado su papel para mejorar el uso clinico
de farmacos antihipertensivos. Esta metodologia no solo contribuye a la optimizacion
de la dosificacion del farmaco y de la seleccion del paciente en la practica clinica, sino

que incrementa la informacion de nuevos fairmacos antihipertensivos en su proceso de
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desarrollo. Estos antecedentes establecen que la terapia farmacoldgica de la hipertension
se podria mejorar mediante la evaluacion de las propiedades PK/PD de los agentes
antihipertensivos (Hocht y cols., 2008).

Desde el punto de vista metodoldgico, los modelos PK/PD crean un puente entre el
curso temporal de las concentraciones de fArmacos en el organismo y la intensidad de la
respuesta farmacologica observada (Derendorf y cols., 2000). El enlace se establece
mediante modelos matematicos que permiten la estimacion de parametros
farmacodinamicos como la concentracion efectiva que produce el 50% de la respuesta
maxima (CEsp) y el efecto maximo (Emsx). El modelado PK/PD también provee
informacion acerca del inicio, magnitud y de la duracion del efecto terapéutico (Mancia
y cols., 2007). En este punto es importante destacar que, si bien tradicionalmente el
parametro dosis efectiva media (DEsg) fue considerado como indicador de la potencia
de un farmaco, este es un parametro hibrido que depende tanto de la afinidad del
farmaco por su blanco molecular como de sus caracteristicas farmacocinéticas. Por lo
tanto, para asegurar una dosificacion adecuada del agente antihipertensivo es esencial la
estimacion de parametros farmacodindmicos "puros", como la CEsy.

El modelado PK/PD requiere de la medicion simultanea de niveles tisulares del farmaco
y los correspondientes efectos farmacologicos en multiples puntos temporales (Toutain,
2002). Ademas, para un correcto disefio del modelo PK/PD, es necesaria una medicion
precisa de la intensidad del efecto farmacoldgico del compuesto activo. Un efecto del
farmaco puede ser considerado como cualquier cambio en los parametros fisioldgicos
inducidos por la administracion del mismo, en comparacion con los valores de
referencia respectivos. La cuantificacion del efecto debe cumplir los parametros de
validacion, tales como continuidad, sensibilidad, objetividad y repetitividad (Pérez-

Urizar y cols., 2000).
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Para mayor precision en la estimacion de la relacion PK/PD, el nimero de mediciones
de niveles tisulares de farmaco y del efecto correspondiente deberia ser lo mas elevado
posible (Toutain, 2002). También es importante determinar el retraso entre respuesta del
farmaco y niveles tisulares. Para evaluar la existencia de una “desconexion” entre los
niveles plasmaticos y el efecto antihipertensivo, es necesario graficar los niveles
plasmaticos y el efecto farmacoldgico obtenido en diferentes puntos temporales,
conectandolos por orden cronologico. En el diagrama aparece una histéresis cuando la
magnitud del efecto corresponde a mds de una concentracion de farmaco. Asi, una
histéresis de giro antihorario puede explicarse por el desequilibrio entre la biofase y el
compartimiento plasmatico, la aparicion de metabolitos activos o por mecanismos de
accion indirectos (Mandema y cols., 1992; Dayneka y cols., 1993). Por otro lado, se
sugiere una tolerancia en el efecto farmacologico cuando se observa un loop de
histéresis de giro de agujas del reloj (Bauer y cols., 1997). Si hay conexion temporal
entre niveles tisulares y respuesta farmacoldgica, los niveles plasmaticos podran
relacionarse directamente con el efecto farmacoldgico sin la necesidad de un nexo
(Csajka y Verotta, 2006).

Debido a su estructura quimica, los niveles tisulares de los B-bloqueantes pueden ser
monitoreados continuamente por medio de métodos analiticos altamente sensibles,
especialmente la cromatografia liquida acoplada a la deteccion de fluorescencia.
Teniendo en cuenta la estereoselectividad de estos farmacos, varios métodos
cromatograficos enantioselectivos se han desarrollado para la separacion y
cuantificacion de cada enantiomero. Los modelos PK/PD desarrollados para los [3-
bloqueantes difieren entre si en los datos PK, los puntos finales PD y los modelos
matematicos para el enlace PK/PD. En cuanto a los datos de PK, los niveles totales y

libres en plasma de los [-bloqueantes se han utilizado cominmente en los estudios
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PK/PD. Como en general solo el S-enantidmero posee actividad B-bloqueante (Hocht y
cols., 2010), los modelos disefiados para la estimacién de los parametros PK/PD de
respuesta cronotropica suelen incluir métodos enantioselectivos y de cuantificacion
especifica de los niveles plasmaticos del S-enantiomero.

Reportes previos han sugerido la ausencia de una relacion entre la concentracion
plasmatica de los B-bloqueantes y los cambios en la presion arterial (Esler y cols.,
1997). Hoy en dia se sabe que dicha hipoétesis refleja una falla en los medios utilizados
para detectar dicha correlacion. Varios factores han obstaculizado la posible
identificacion de una asociacion, incluyendo la incapacidad para obtener suficientes
datos PD, el fracaso para identificar y cuantificar el retraso temporal en la aparicion del
efecto farmacolégico, el uso de rangos de concentracion no aconsejables y el empleo de
dosis en lugar de concentraciones (Brynne y cols., 1998; Meredith, 1997). En contraste
con estos resultados, los ultimos modelos PK/PD han tenido éxito en la estimacion in
vivo de parametros PD de la accion antihipertensiva de diferentes [-bloqueantes en
animales de laboratorio y ensayos clinicos. Ademas, la disponibilidad de software para
el analisis espectral del registro de la presion arterial continua ofrece la oportunidad de
estudiar la relacion entre los niveles plasmaticos de B-bloqueantes de tercera generacion
y su efecto sobre la actividad simpatica vascular (Hocht y cols., 2010).

Como fue sefialado antes, en ausencia de desconexion temporal entre las
concentraciones tisulares y la respuesta farmacoldgica, las concentraciones plasmaticas
de los [-bloqueantes pueden estar directamente relacionadas con los efectos
cardiovasculares utilizando modelos PK/PD relativamente simples (Hocht y cols.,
2006). De esta manera, Tenero y colaboradores (2006) han aplicado con éxito un
modelo directo de inhibicion de efecto para el estudio de los pardmetros PK/PD del

carvedilol sobre la reduccion de la frecuencia cardiaca (FC) inducida por el ejercicio en
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pacientes con insuficiencia cardiaca leve a severa, o infarto de miocardio con disfuncion
ventricular izquierda (Tenero, 2006). Sin embargo, casi todos los estudios PK/PD sobre
-bloqueantes han descrito un retraso en la aparicion tanto del efecto cronotrépico como
de la reduccion de la presion arterial con respecto a las concentraciones del farmaco en
plasma. En estos casos, las concentraciones plasmaticas pueden no estar directamente
relacionadas con el efecto del farmaco y se requiere de modelos PK/PD mas complejos,
tales como los modelos de compartimiento de efecto y de respuesta fisioldgica indirecta,

para una estimacion precisa de parametros PK/PD.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipdtesis principal del presente trabajo es que, producto de las acciones
pleiotropicas, los efectos cardiovasculares de los B-bloqueantes de tercera generacion -
carvedilol y nebivolol- son superiores a las de atenolol, en especial en términos de
reduccion de la VPA en los diferentes modelos experimentales. Teniendo en cuenta la
participacion del sistema nervioso simpatico en el desarrollo y mantenimiento de la
hipertension arterial en los distintos modelos experimentales, se postula ademas que
tanto el carvedilol como el nebivolol podrian presentar mayor eficacia antihipertensiva,
mayor potencia y mejoria en la reduccion de la VPA de corto plazo en los animales
hipertensos al compararlos con los controles normotensos. También es posible que la
eficacia antihipertensiva de los bloqueantes [B-adrenérgicos varie entre los distintos
modelos experimentales en estudio, dado el diferente compromiso del sistema nervioso
simpatico y del sistema del ON endotelial en el mantenimiento del estado hipertensivo.
A raiz de ello, se postula que el estudio de los distintos componentes de la VPA
permitiria caracterizar la participacion de los diferentes sistemas neurohormonales, tales
como el SRA, el tono vascular miogénico y el sistema nervioso simpatico vascular en el
estado fisiopatologico de los diversos modelos de enfermedad cardiovascular. Producto
de las diferencias en el perfil farmacodinamico, se espera que los B-bloqueantes en
estudio modifiquen de manera diferencial los distintos componentes de la VPA.

Por otro lado, considerando las propiedades farmacocinéticas de carvedilol y nebivolol,
el presente trabajo postula que el estado hipertensivo puede alterar el comportamiento
cinético enantioselectivo de los B-bloqueantes investigados. La existencia de posibles

cambios en la composicion corporal, ademas de las alteraciones en el flujo hepatico y en

| HIPOTESIS Y OBJETIVOS



Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas estereoselectivas de carvedilol y 2015
nebivolol en modelos de hipertension experimental —Farm. Facundo M Bertera

la dotacidon enzimadtica presentes en la hipertension experimental, puede modificar los
pardmetros farmacocinéticos de los diferentes enantiomeros de carvedilol y nebivolol en
comparacion con el control normotenso con un potencial impacto sobre la respuesta
cardiovascular de los mismos.
De acuerdo a las hipotesis planteadas, los objetivos de este trabajo de tesis son:
a) Determinar si existen diferencias en el perfil farmacocinético de los [3-
bloqueantes de tercera generacion carvedilol y nebivolol en los tres modelos de
hipertension experimental estudiados; rata SH, rata hipertensa por sobrecarga de
fructosa y rata hipertensa por administracioén cronica de L-NAME.
b) Evaluar la respuesta antihipertensiva y bradicardizante del carvedilol y el
nebivolol en los tres modelos de hipertension experimental estudiados.
c¢) Caracterizar la relacion entre los efectos cardiovasculares del carvedilol y el
nebivolol y sus niveles plasmaticos en los modelos experimentales de
hipertension en estudio mediante modelos PK/PD.
d) Evaluar el efecto de la administracion endovenosa de atenolol, carvedilol y
nebivolol sobre los diferentes dominios de frecuencia de la VPA en diferentes
modelos experimentales.
e) Caracterizar, a través del andlisis de la VPA en distintos dominios de
frecuencia, el compromiso de los sistemas neurohormonales en el estado
fisiopatologico de diferentes modelos experimentales.
f) Evaluar el efecto de la administracion endovenosa de atenolol, carvedilol y

nebivolol sobre VPA de corto plazo.
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MATERIALES Y METODOS

Modelos animales

Para el desarrollo del modelo de hipertension por inhibicion de la NOS, se utilizaron
ratas Wistar macho (3 meses, 220-270 g), las cuales recibieron solucion de L-NAME
(Sigma-Aldrich, MO, USA) 0.4 mg/ml (40 mg/kg/dia) en el agua de bebida ad libitum
durante dos semanas. Los animales del grupo control bebieron agua corriente durante
dos semanas.

El modelo experimental de hipertension genética fue implementado mediante el uso de
ratas macho SH (3 meses, 220-270g) y animales normotensos WKY (3 meses, 220-
270g) endocriados en el bioterio de la catedra de Farmacologia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica (UBA).

Para la obtencion de animales con sindrome metabdlico experimental, se utilizaron ratas
Sprague-Dawley macho (220-270g), las cuales tomaron solucién de fructosa (Drogueria
Saporiti, Buenos Aires, Argentina) (10% p/v) como agua de bebida durante seis
semanas. Los animales del grupo control bebieron agua corriente durante seis semanas.
Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con los "Principios de cuidado
de los animales de laboratorio" (NIH publicacion No. 85-3, revisada 1985). Los
animales se mantuvieron en un ciclo de 12 horas luz/oscuridad y se mantuvieron en una
habitacion a 22 + 2 °C con un reciclado adecuado de aire. Todos los animales fueron
alimentados con alimento estandar para roedores (Asociacion Cooperativas Argentinas,
Buenos Aires, Argentina), conteniendo: 20% de proteinas, 3% grasas, 2% fibra, 6%

minerales y 69% de almidon y suplementos vitaminicos.
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Preparacion de formulaciones

Tanto el carvedilol (Drogueria Saporiti, Buenos Aires, Argentina) como el nebivolol
(Laboratorio Raffo, Buenos Aires, Argentina) son insolubles en agua y por lo tanto
deben ser solubilizados mediante el uso de una formulaciéon para su administracion
intravenosa. Las formulaciones contienen, ademas de los farmacos, 0.5% de
polivinilpirrolidona, 40% propilenglicol, 10% de glicerina y agua purificada en cantidad
suficiente. Este vehiculo no produce efectos significativos sobre la presion arterial, la
FC y la VPA. El atenolol (Drogueria Saporiti, Buenos Aires, Argentina), debido a su

buena solubilidad, fue disuelto en solucién Ringer.

Disefio experimental

Los animales fueron anestesiados con éter (Sintorgan, Buenos Aires, Argentina) y
canulados en la arteria carotida izquierda y en la vena femoral izquierda, mediante una
canula de polietileno con solucion salina heparinizada (25 Ul/ml). La cénula se insert6
en la vena femoral y se condujo, por debajo de la piel, hasta la salida de la misma en la
base del cuello, para la administracion de las soluciones de [B-bloqueantes. Los
experimentos se realizaron en animales despiertos 24 horas después de la colocacion de
las canulas, ya que se ha establecido que un periodo de recuperacion de 24 horas es
adecuado para la evaluacion de efectos de los farmacos en ratas conscientes.

En el dia del experimento, la canula insertada en la arteria carétida izquierda se conecto
a un transductor de presion (Spectramed P23XL, Spectramed, Oxnard, CA, USA)
acoplado a un poligrafo (Grass 79 D, Grass Instrument, Quincy, MA, USA). El

poligrafo se conectd a un conversor digital (Polyview, PVA 1, Grass-Astro Med, West
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Warwick, RI U.S.A.). El software utilizado para analizar los registros fue el Polyview
2.3 (Astro-Med, West Warwick, RI). Los valores basales de presion arterial media
(PAM) y de FC fueron registrados durante 1 hora antes de la administracion de los
farmacos. La PAM fue calculada como la suma entre la presion arterial diastdlica y un
tercio de la presion de pulso. La FC se estimo tacograficamente por analisis de las ondas
de pulso del registro de presion arterial. Los registros de presion arterial fueron
almacenados en computadora y analizados con posterioridad mediante el uso del
software Polyview 2.3.

Luego del registro de los parametros cardiovasculares basales se administraron por via
intravenosa durante 30 segundos atenolol (10 mg/kg), carvedilol (1 o 5 mg/kg),
nebivolol (3 o 10 mg/kg) o vehiculo, registrandose la PAM y la FC de manera continua.
Para la evaluacion del perfil farmacocinético, se recolectaron muestras de sangre de 100
ul desde la canula carotidea en los siguientes tiempos: 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120 y 180
minutos. Es importante mencionar que el muestreo de sangre podria alterar el
comportamiento farmacocinético y farmacodindmico de farmacos antihipertensivos
debido a la pérdida de volumen. Sin embargo, en nuestro protocolo experimental solo se
extrajeron aproximadamente 800 ul de sangre durante 3 horas para la estimacion de la
concentracion plasmatica de carvedilol. Este volumen es significativamente menor al
volumen maximo recomendado de sangre para ser extraido (3,5 ml) en una rata de 250 g
de peso, y por lo tanto se podria sugerir que la pérdida de sangre durante nuestro
protocolo experimental no afectd las propiedades PK y PD de carvedilol y nebivolol

(Aimone, 2005).
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Determinaciones analiticas de carvedilol y nebivolol

Los niveles plasmaticos de los enantiomeros de carvedilol y nebivolol fueron
cuantificados mediante cromatografia liquida (HPLC) con columna enantioselectiva y
deteccion fluorométrica. El equipamiento cromatografico incluyd una bomba isocratica
(Spectra System P1000, Thermo Finnigan, France), una columna quiral Chirex (S)-ICA
and (R)-NEA (Phenomenex, Torrance, CA, USA) y un detector fluorométrico (FL-
3000, Thermo Finnigan, France). Para la evaluacion de los niveles séricos de ambos [3-
bloqueantes de tercera generacion, las muestras de sangre extraidas en los tiempos antes
especificados fueron recolectadas en tubos Eppendorf conteniendo 5 pl de solucion
salina heparinizada y centrifugadas a 10.000 rpm durante 2 minutos a 4°C. El
sobrenadante (30 ul aproximadamente) fue separado y el carvedilol o nebivolol fueron
extraidos mediante una extraccion liquida. Asi, al sobrenadante se agregaron 20 ul de
estandar interno (2 pg/ml propranolol (Drogueria Saporiti, Buenos Aires, Argentina) en
metanol (Sintorgan, Buenos Aires, Argentina)), 50 pl de carbonato de sodio 0.5 M y 1
ml de diclorometano (Sintorgan, Buenos Aires, Argentina). La muestra se agité con
vortex durante 2 minutos y se centrifugd a 2.000 rpm durante 10 minutos. La fase
organica se transfirid a un tubo cénico y se evapord con nitrogeno. El extracto seco
resultante se reconstituyd con 100 pl de fase movil y se inyectd en el sistema
cromatografico. Los niveles séricos de ambos enantiomeros de carvedilol o nebivolol
fueron cuantificados por HPLC con deteccion por fluorescencia. En el caso del
carvedilol, las longitudes de onda de excitacion y de emision fueron 238 y 350 nm,
respectivamente. La fase movil utilizada estuvo compuesta por hexano: diclorometano:
etanol: acido trifluoracético (65: 30: 5: 0,2). Los tiempos de retencion del R-carvedilol y
S-carvedilol fueron 12,8+0,3 minutos y 14,6+0,4 minutos, respectivamente. El limite de

cuantificacion fue de 20 ng/ml. El método fue lineal en el rango de 20 a 1.000 ng/ml y
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las muestras con una concentraciéon de carvedilol mayor al limite superior fueron
diluidas con plasma con el fin de ingresar en dicho rango.

En el método cromatografico de nebivolol, las longitudes de onda de excitacion y de
emision fueron 282 y 318 nm, respectivamente. La fase movil utilizada estuvo
compuesta por hexano: diclorometano: etanol: 4cido trifluoracético (65: 35: 5: 0.2). Los
tiempos de retencion de d-nebivolol y /-nebivolol fueron 5,7+0,4 minutos y 7,2+0,5
minutos, respectivamente. El limite de cuantificacion fue de 20 ng/ml. El método fue
lineal en el rango de 20 a 1.000 ng/ml y las muestras con una concentracion de
nebivolol mayor al limite superior fueron diluidas con plasma con el fin de ingresar en

dicho rango.

Analisis farmacocinético de carvedilol y nebivolol

Para el estudio de la farmacocinética del R- y S-carvedilol y del d- y /-nebivolol se
utilizé un andlisis compartamental con aplicacion de un modelo de dos compartimientos
con eliminacion de cinética de primer orden. El andlisis farmacocinético fue realizado
utilizando un programa de regresion de cuadrados minimos no lineal (TOPFIT). El area
bajo la curva (AUC) fue calculada mediante el método de los trapecios. El Cl y el Vd
fueron estimados mediante los métodos convencionales (Gibaldi y Perrier, 1982). La
eleccion del modelo farmacocinético se basé en la comparacion del criterio de
informacion de Akaike (AIC) como pardmetro de bondad de ajuste entre diferentes

modelos farmacocinéticos compartimentales.
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Analisis farmacodinamico de carvedilol y nebivolol

Los efectos medidos, como se detallo antes, fueron la presion arterial, la FC y la VPA
de corto plazo y latido-a-latido. Para la medicion de la presion arterial y la FC se
tomaron niveles basales durante 1 hora y luego se compararon con los niveles obtenidos
a los distintos tiempos. Los valores se expresaron como porcentaje de disminucion con
respecto al basal para lograr independencia de los valores basales.

La VPA se calcul6 de forma continua mediante la determinacion del DE de periodos de
3 minutos de los registros de presion arterial obtenidos de acuerdo con trabajos previos
de otros autores (Di Verniero y cols., 2010; Pladys y cols., 2004). La evaluacion de la
VPA latido-a-latido se realiz6 mediante el andlisis espectral del registro de presion
arterial utilizando la Transformada Rapida de Fourier con una ventana de Hamming
(Polyview Astro-Med, West Warwick, RI). Se calcularon las densidades espectrales en
la gama de MBF (0,1-0,2 Hz), BF (0,2 a 0,7 Hz) y AF (0,7-2,5 Hz) (Pladys y cols.,
2004). Aunque la variabilidad BF se ve afectada por la modulacion simpatica del tono
vascular, se utiliz6 la relacion BF/AF como indice de la actividad simpatica vascular.
Este procedimiento de normalizacion tiende a minimizar el efecto de los cambios en los

valores absolutos de variabilidad de BF (Pladys y cols., 2004; Souza y cols., 2008).

Analisis PK/PD del carvedilol

En el estudio PK/PD del farmaco, las concentraciones plasmaticas de carvedilol
racémico y de S-carvedilol fueron relacionados con el efecto hipotensor y
bradicardizante, respectivamente. Al comparar simultdneamente los datos
farmacocinéticos y farmacodinamicos para la estimacion de los pardmetros PK/PD del
carvedilol, se encontrd un tiempo de latencia entre las concentraciones plasmaticas y los

efectos cardiovasculares (Figura 1). Una posible explicacion para el retraso en el inicio
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de la accion cardiovascular de los [B-bloqueantes podria ser el tiempo requerido para la
distribucion del farmaco en la biofase. El modelo de compartimento de efecto considera
al compartimento de efecto hipotético como un compartimiento adicional de un modelo
PK compartamental, que representa la concentracion de farmaco en el sitio de efecto
(Pérez-Urizar y cols., 2000). Este modelo PK/PD postula que los procesos dependientes
del tiempo de equilibrio entre la concentracion plasmatica y el sitio efector siguen una
cinética de primer orden, caracterizada por una constante de velocidad K.y, que
representa la desaparicion irreversible del farmaco desde el compartimiento de efecto
(Pérez-Urizar y cols., 2000) (Figura 2). Este enfoque se ha aplicado con éxito para
predecir la relacion PK/PD para los efectos cronotrépico e hipotensor de los [3-
bloqueantes (Hocht y cols., 2014). El modelo PK/PD de compartimiento de efecto ha
sido utilizado previamente por nuestro grupo de trabajo, obteniéndose en dichos
estudios una buena correlacion entre los efectos cardiovasculares y las concentraciones

plasmaticas de carvedilol (Di Verniero y cols., 2010; Bertera y cols., 2009).
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Figura 1: Representacion grafica del tiempo de latencia existente entre los niveles plasmaticos y el efecto.
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Figura 2: Representacion esquematica del modelo PK/PD con compartimiento de efecto; k21y k12 son las
constantes de equilibrio entre el compartimento central y el periférico; kle y kel son las constantes de
equilibrio entre el compartimento central y el compartimento de efecto. Por ultimo, kel y keO son
constantes de eliminacion del compartimento central y el compartimento de efecto, respectivamente. El
efecto se cuantifica segin un modelo farmacodinamico de Emax.

La ecuaciéon que describe la relacion entre los niveles de carvedilol en el

compartimiento de efecto en funcion de la respuesta es la siguiente:
Ce = D*keo/Vq * [/ (Keo - k) + ™™/ (k - keo)],

en donde D es la dosis, V4 es el volumen de distribucion, key es la constante de

equilibrio, t es el tiempo y k es la constante de eliminacién de primer orden.

Para la estimaciéon de los pardmetros PK/PD de los efectos cardiovasculares de
carvedilol se realiz6 una regresion no lineal usando el software ADAPT II (D’Argenio

DZ, Schumitzky A, 1997) por medio de la ecuacion de E.x sigmoidea:
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Y= E;naxlz(je(t)y
EGHCO'

Donde Y es el cambio en la presion arterial o FC como porcentaje del valor basal, Ep,x
es la maxima respuesta, ECsy es la concentracion en la cual el carvedilol produce la
mitad de la respuesta maxima, y es el coeficiente de Hill y Cc(t) es la concentracion de
carvedilol (S-carvedilol para el efecto cronotropico y RS-carvedilol para el efecto
hipotensor) en el compartimento de efecto a tiempo (t). Los parametros PK/PD
estimados fueron ECso, Emax, ¥ ¥ ti2eq- El pardmetro tieq corresponde a la mitad de
tiempo de equilibrio entre el plasma y el compartimento de efecto y puede ser calculado
como 1n2/ke.

Como la reduccion de la actividad simpatica vascular del carvedilol se relaciona con el
bloqueo de adrenoceptores a, las concentraciones plasmaticas de carvedilol racémico
se relacionaron con el cociente BF/AF con el fin de establecer las propiedades PK/PD
de la droga en la actividad simpatica vascular. Teniendo en cuenta que el tono simpatico
vascular es un pardmetro fisiologico, se utiliz6 un modelo PK/PD de respuesta
fisiologica indirecta para el analisis de los datos (Di Verniero y cols., 2010). De acuerdo
con este modelo, se asumi6 que la actividad simpatica vascular se produce a través de
una cinética de orden cero (Kj,) y se elimina con una cinética de primer orden, con una
constante de velocidad (K,y) (Figura 3). A fines practicos, se postula que el carvedilol
inhibe “la produccion” del tono simpatico (inhibicion de Kj,) afectando su magnitud.
Los efectos de carvedilol sobre la actividad simpatica vascular estan relacionados con
los niveles del farmaco en el compartimento central por medio de la siguiente ecuacion:

CC

dR/di =K, [1-——<— |-k, R
C.+IC,,
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Doénde dR/dt es el cambio en la relacion BF/AF, C. es la concentracion de carvedilol

racémico en el compartimiento central y Clsy es la concentracion de farmaco que

produce el 50 % de inhibicion del tono simpatico vascular. Ky se fijo en funcion de K,

y la respuesta basal (Kt = Kj/R0). El anélisis PK/PD de los datos se realiz6 utilizando

el software ADAPT 11.

Compartimento

periférico

Figura 3: Representacion esquematica del modelo PK/PD de respuesta fisiologica indirecta; k21y k12 son
las constantes de equilibrio entre el compartimento central y el periférico; kel es la constante de
eliminacion; kin representa la constante de orden 0 de produccion y kout la constante de orden 1 de
eliminacion de actividad simpatica.
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A diferencia de lo observado con carvedilol, en el caso del nebivolol resulté imposible

la realizacion de un modelado PK/PD, debido a la falta de correlacion existente entre los

niveles plasmaticos de nebivolol y la respuesta cardiovascular.
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Determinacion in vitro de la union de carvedilol a proteinas

plasmaticas

Se determind la uniéon a proteinas plasmaticas in vitro de carvedilol a diferentes
concentraciones en animales control y en ratas L-NAME mediante la técnica de
microdialisis (Figura 4). La aplicabilidad de microdidlisis para el estudio de union de
los farmacos a proteinas se demostrd en varios trabajos previos (Herrera, 1990; Tenero,
20006). Se recogieron muestras de sangre venosa (1 ml) en tubos de microcentrifugacion
de polipropileno que contenian 5 pl de solucioén con heparina. Luego se centrifugaron a
10.000 rpm y el plasma sobrenadante (480 pl) se separd cuidadosamente para ser
contaminado con 20 pl de solucién de Ringer que contenia carvedilol suficiente para
alcanzar la concentracion final de 2, 5, 10 y 20 pul/ml. A continuacién, una sonda de
microdialisis concéntrica se coloco en la solucion de plasma y se perfundid a 2 pl/min
con solucidon Ringer. Se obtuvieron cuatro muestras de microdialisis en intervalos de 15
minuntos para cada muestra de plasma para la determinacion de la concentracion de
carvedilol no unido a proteinas plasmaticas. La fraccion de recuperacion de la sonda de
microdialisis se estimo in vitro mediante la colocacion de la sonda de microdidlisis en

solucion de Ringer conteniendo 5 pg/ml de carvedilol.
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Figura 4: Esquema de la determinacion de carvedilol libre mediante una sonda de microdialisis

La fraccion de carvedilol no unida (Fu) se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

— Cd

invitro p

Donde C4 es la concentracion de carvedilol en muestras de dializado, Rjvivo €S la
recuperacion in vitro de la sonda de microdialisis y C, es la concentracion total en
plasma. La media estimada de la recuperacion in vitro de la sonda de microdialisis fue
del 13,4+1,5 %.

Se estimaron ademads los pardmetros de uniéon a proteinas plasmaticas de carvedilol,
Bmax ¥ Kp, ajustando las concentraciones de carvedilol unido como una funcién de la
concentracion libre de farmaco, utilizando el software GraphPad Prism version 5.02

para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, CA) como sigue:

— Bmax *Cu
KD+Cu

b
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Donde C, es la concentracion de carvedilol unido a proteinas, C, es la concentracién

carvedilol libre, B« €s la unién maxima a proteinas y Kp la constante de disociacion.

Analisis estadistico de los datos

La distribucion normal de las variables de estudio se comprobé mediante la prueba de
Kolmogorov/Smirnov. Los datos se expresaron como media + error estdndar de la
media (EEM). Los valores basales de PAM, FC, DE y la relacion BF/AF se compararon
mediante la prueba t de Student. El andlisis estadistico de los efectos de atenolol,
carvedilol y nebivolol sobre PAM, FC, DE y la relacion BF/AF se realizé mediante el
analisis de la varianza (ANOVA) de dos vias y el test de Bonferroni como prueba post-
hoc. Los parametros farmacocinéticos y PK/PD se transformaron logaritmicamente para
reducir la heterogeneidad de la varianza. Las pruebas estadisticas se realizaron
utilizando el programa GraphPad Prism version 5.02 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, California, CA). La significacién estadistica se definié como

p<0,05.
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RESULTADOS

Animales L-NAME

Los animales hipertensos por administracion de L-NAME presentaron alteraciones en
parametros cardiovasculares en comparacion con sus respectivos controles. La PAM
basal fue significativamente mayor en las ratas L-NAME (13445 mmHg; n=32; p
<0,05) con respecto a los animales control (104+3 mmHg; n=32), aunque no se
encontraron diferencias en la FC basal al comparar ambos grupos (control: 367+11
latidos por minuto (Ipm); n=32; L-NAME: 357£9 Ipm; n=32).

En cuanto a la VPA de corto plazo, los animales tratados con L-NAME exhibieron un
incremento del DE del registro de presion arterial en relacion con los animales
normotensos (5,27+0,26 mmHg vs 3,97+0,26 mmHg; n=32; p<0,05). De la misma
manera, al analizar la VPA latido-a-latido, se observo un incremento de la variabilidad
en los dominios de BF y MBF comparando los animales hipertensos (BF: 15,3+1,1
mmng; MBF: 22,5+1,4 mmng; n=32; p<0,05 vs control) con los controles (BF:
8,9+0,7 mmng; MBF: 11,7£1,0 mmng; n=32). En cambio, la variabilidad de AF no
fue significativamente mayor entre ratas L-NAME (3,2+0,5 mmHg’; n=32) respecto del
grupo control (2,5+0,4 mmHg?; n=32). Para la relacién BF/AF el incremento a favor de
los animales L-NAME también result6 significativo (L-NAME: 4,92+0,28; Control:

3,79+0,21; n=32; p <0,05).

Farmacocinética del carvedilol
La figura 5 muestra el curso temporal de las concentraciones plasmaticas de S-
carvedilol y R-carvedilol en ratas controles y animales hipertensos por L-NAME. En

todos los casos se encontrd una disminucion biexponencial de los niveles plasmaticos
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de carvedilol compatibles con un modelo bicompartamental (Figura 5). La comparacion
del parametro AIC entre diferentes modelos farmacocinéticos establecié que los datos

experimentales ajustan mejor a un modelo de dos compartimientos.

S-carvedilol

Concentracion plasmatica
(ng/ml)

0 L] L] L] L]
0 30 60 20 12 150 180

Tiempo (min)

R-carvedilol

Concentration plasmatica
(ng/ml)

0 L] L] L] L]
0 30 60 90 120 150 180
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Figura 5: Concentracion plasmatica de S-carvedilol y R-carvedilol vs tiempo en animales control
(circulos) y animales tratados con L-NAME (cuadrados) luego de la administracién de 1 mg/kg (simbolos
abiertos) y 5 mg/kg (simbolos negros) de carvedilol. Cada punto equivale a la media + EEM para ocho
ratas.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos se muestran en la Tabla 4. No se
encontraron diferencias significativas en la constante de la distribucién (0) al comparar

los grupos control e hipertenso. Las constantes de eliminacion () de S- y R-carvedilol
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mostraron una reduccion dependiente de la dosis en ambos grupos experimentales. Sin
embargo, el estado hipertensivo inducido por L-NAME no afecté el valor de dicha
constante. Se encontrd un aumento dosis dependiente del Vdys de ambos enantiomeros
en los dos grupos experimentales, sin hallarse diferencias entre los grupos (Tabla 4).
Ademés, el Cl del S-carvedilol aumentd con el incremento de la dosis en ambos grupos,
aunque el mismo fue significativamente menor en las ratas L-NAME que en las control
solamente después de la administracion de la dosis de 5 mg/kg del farmaco (Tabla 4). A
causa de la dependencia del Vdi y el Cl con la dosis administrada, tanto la
concentracion plasmatica maxima (Cpax) como el AUC aumentan en menor proporcion
a lo esperado en ambos grupos experimentales (Tabla 4). Después de la administracion
de la dosis de 5 mg/kg, el AUC de los niveles de ambos enantiomeros de carvedilol fue
significativamente mayor en ratas L-NAME en comparacion con los animales control
(Tabla 4). Al comparar los parametros farmacocinéticos de S- y R-carvedilol, el Vdg y
el Cl del enantidémero S resultaron mayores al R-carvedilol en animales hipertensos y

normotensos (Tabla 4).
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Tabla 4: Parametros farmacocinéticos de S-carvedilol y el R-carvedilol: AUC (area bajo la curva), o (constante de distribucion), B (constante de eliminacion), Cl
(aclaramiento) y Vdss (volumen de distribucion en el estado estacionario), Cmax (maxima concentracion extrapolada) en animales control y L-NAME, luego de la
administracion intravenosa de carvedilol en dosis de 1 mg/kg v 5 mg/kg.

Enantiomero S-carvedilol R-carvedilol
Grupo Control (n=16) L-NAME (n=16) Control (n=16) L-NAME (n=16)
Dosis 1 mg/kg 5 mg/kg 1 mg/kg 5 mg/kg 1 mg/kg 5 mg/kg 1 mg/kg 5 mg/kg
a(h™) 10.140.5 9,740,8 9,2+0,6 9,9+0,7 11,0+0,5 10,7+0,6 10,3+0,8 11,140,4
B (h™") 0,74+0.05  0,57+0,07°  0,70£0,03  0,52+0,10"  1,00+0,04  0,44+0,06"  0,86+0,03  0,49+0,10"
Vdg (1) 1,1620.12°  2.25+027%  0,98+0,13  1,69+0,18%  0,53+0,13  1,47+0,18"  0,61+0,09  1,23+0,127
Cl (ml/min) 14,4+1.1° 23,0+0,9% 11,440,4 13,9+1,5%* 9,9+0,5 13,4+1,8 8,6+0,3 9,6+1,2
Cmax (ng/ml)  1,01+0.27 4,08+0,96 1,47+0,15 586+0,86  2,10%0,15 577125  2,602021  7,67%0,94
r 0,990 0,991 0,992 0,990 0,998 0,996 0,995 0,991
AUC., 670%50 1.829+70 766%31 3.309+355% 886+41 3.300+454 999427 4.859+593%*
(ng.ml/h)
AIC 57,4 (47,0-  76,5(593- 47.8(30,8- 52,8(11,4-  651(39,5- 651(24,8- 53,0(19,6- 63,0 (6,8-
76,6) 93,3) 66,9) 98,6) 78,4) 92,3) 82,7) 125,0)

Datos expresados como £tEEM.

#5<0.05 vs 1 mg/kg; "p<0.05 vs animales control; ®p<0.05 vs R-carvedilol
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Con el objeto de explicar el perfil farmacocinético no lineal del carvedilol, se estudio la
unidon a proteinas plasmaticas in vitro en ambos grupos experimentales. Como se
muestra en la figura 6, existe una relacion no lineal entre los niveles de carvedilol libre
y unido, que demuestra la saturacion de la union a proteinas plasmaticas del farmaco.
Dichas propiedades del carvedilol no fueron significativamente diferentes al comparar
los animales controles (Bpna: 32.068 ng/ml, Intervalo de confianza (IC) del 95%:
24.817-39.319 ng/ml; Kp: 1.153 ng/ml; IC 95%: 660-1.646 ng/ml) y las ratas L -NAME
(Bmax: 33.267 ng/ml; IC 95 %: 25.937-40.596 ng/ml; Kp: 909 ng/ml, IC 95%: 536-1.283

ng/ml).
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Figura 6: Relacion entre carvedilol unido y libre estimada in vitro a través de la técnica de microdidlisis
en plasma extraido de controles y animales L-NAME. Los datos ajustaron satisfactoriamente a una
ecuacion de un sitio especifico de union tanto en controles (r* = 0,979) como en ratas L-NAME (1’ =
0,985).

Farmacodinamia del carvedilol
Efecto hipotensor
La figura 7 muestra el curso temporal de los cambios de PAM en animales control y

ratas tratadas con L-NAME después de la administraciéon intravenosa de vehiculo o de
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carvedilol en una dosis de 1 mg/kg o 5 mg/kg. La administraciéon de vehiculo no
modifico los valores de presion arterial (Figura 7). La respuesta hipotensora del
carvedilol fue significativamente mayor en animales tratados con L-NAME (1 mg/kg:
32,34+4,2%; n=8; 5 mg/kg: 43,1+4,4%; n=8; p <0,05) con respecto a las ratas de control

(1 mg/kg: 22,4+2,8%; n=8; 5 mg/kg: 27,2 + 3,2%; n=8) (Figura 7).

AW N B
T 2 9

A PAM (% del valor basal)

ox
o

I I I
0 30 60 90 120 150 180
Tiempo (min)

A PAM (% del valor basal)

N
_50 I L) I L) I ] L)
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo (min)

Figura 7: Evolucion temporal de los cambios en la presion arterial media (APAM: % de los valores
basales), después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o carvedilol (simbolo
abierto) 1 mg/kg y 5 mg/kg en ratas normotensas (circulos) y en animales tratados con L-NAME
(cuadrados). Cada punto muestra la media £ EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas control.
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El efecto hipotensor se correlaciond con las concentraciones de carvedilol racémico a
través de un modelo PK/PD de compartimiento de efecto utilizando el modelo
farmacodinamico E,.x sigmoideo. No se encontraron diferencias en la estimacion del
Emax al comparar ambos niveles de dosis en animales normotensos e hipertensos L-
NAME (Tabla 5), lo que sugiere que se alcanz6 el rango farmacodindmico completo del
efecto hipotensor de carvedilol bajo las condiciones experimentales y la ecuacion Ep,
sigmoideo es adecuada para la estimacion de pardmetros PK/PD. La velocidad de
transferencia de carvedilol desde el compartimiento central hacia el compartimiento de
efecto tampoco fue diferente entre ambos grupos experimentales (Tabla 5). La respuesta
hipotensora maxima fue significativamente mayor en ratas tratadas con L-NAME en
comparacion con animales normotensos. Ademas, el carvedilol mostré una mayor
potencia en ratas L-NAME respecto del grupo control, teniendo en cuenta que la CEs
fue significativamente menor en los animales L -NAME tras la administracion de las

dosis de 1 y 5 mg/kg (Tabla 5).

Tabla 5: Parametros PK-PD para el efecto antihipertensivo de carvedilol en animales L-NAME vy
animales control después de la administracion intravenosa. CEsj: concentracion que corresponde a la
mitad de la respuesta maxima, E,,: respuesta maxima, y: coeficiente de Hill, t.: vida media de
equilibrio entre el plasma y el compartimiento de efecto.

Grupo Control (n=16) L-NAME (n=16)
Dosis 1 mg/kg 5 mg/kg 1 mg/kg 5 mg/kg
Enmax (%) 23,2429 28,5432 40,1+£3,2% 48,3+4,2%
CEsy(ng.ml™) 980£140 1.410£220 430+90* 760£161"
% 2,1+0,4 2,2+0,5 1,9+0,4 2,0+0,3
t1/2¢q (MiN) 4,2+0,8 7,824 8,7+1,9 7,6%1,1
r 0,936 0,941 0,905 0,935
AIC 70,7 (30,8- 79,7 (46,7- 76,4 (32,0- 81,6 (41,9-
78,3) 122) 124,3) 121,5)

Datos expresados como media £+ EEM.

*p<0.05 vs control

| RESULTADOS



Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas estereoselectivas de carvedilol y 2015
nebivolol en modelos de hipertension experimental —Farm. Facundo M Bertera

Efecto bradicardizante

La figura 8 muestra el curso temporal de los cambios de FC en animales control y ratas
tratadas con L-NAME después de la administracion intravenosa de vehiculo o de
carvedilol en las dosis de 1 mg/kg o 5 mg/kg. La administracion del vehiculo no
modificé la FC en ambos grupos experimentales (Figura 8). La respuesta cronotrdpica
del carvedilol no fue significativamente diferente entre animales L-NAME (1 mg/kg: -
24,5+3,1%; n=8; 5 mg/kg: -32,3 £ 4,1%; n=8) y ratas control (1 mg/kg: -20,5+1,9%;

n=8; 5 mg/kg: -23,4+2,2%; n=8) después de la administracion de ambas dosis.
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Figura 8: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC,% de los valores basales),
después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o carvedilol (simbolo abierto) en
dosis de 1 mg/kg y 5 mg/kg en ratas normotensas (circulos) y en los animales tratados con L-NAME
(cuadrados). Cada punto muestra la media + EEM de ocho ratas.

El efecto cronotropico se correlaciond con las concentraciones de S-carvedilol a través
de un modelo PK/PD de compartimiento de efecto con un modelo de E,,,x sigmoideo.
No se encontraron diferencias en la estimacion de E.x al comparar ambos niveles de
dosis en ratas normotensas e hipertensas (Tabla 6), lo que sugiere que se alcanzé el
rango farmacodindmico completo del efecto cronotropico de carvedilol bajo
condiciones experimentales y la ecuacion E.x sigmoideo es adecuada para la
estimacion de parametros PK/PD. La velocidad de transferencia de carvedilol desde el
nivel central al compartimiento efecto tampoco fue diferente comparando los dos
grupos experimentales (Tabla 6). La respuesta maxima cronotropica fue similar en ratas
tratadas con L-NAME al compararlas con los animales control. Por otra parte, S-
carvedilol mostr6 una potencia equivalente en ambos grupos. Por ultimo, se encontr6é un
incremento dependiente de la dosis en la estimacion de CEsy para la respuesta

cronotrépica a S-carvedilol en ambos grupos experimentales (Tabla 6).
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Tabla 6: Parametros PK/PD para el efecto cronotropico de S-carvedilol en animales tratados con L-
NAME vy animales control después de la administracién intravenosa. CEsy: Concentracion que
corresponde a la mitad de la respuesta maxima, E,,: respuesta maxima, y: coeficiente de Hill, t;,cq: vida

media de equilibrio entre el plasma y el compartimiento de efecto.

Grupo Control (n=16) L-NAME (n=16)
Dosis 1 mg/kg 5 mg/kg 1 mg/kg 5 mg/kg
Enmax (%0) 25,2+5,2 25,3+2.4 28,2+4.0 33,7443
CEso(ng/ml) 240+30 540+12" 230+41 630+52"
% 2,4+0,3 1,9+0,5 2,0+0,3 1,8+0,3
t1/2¢q (Min) 6,6%1,2 8,125 6,9%1,8 5,2+1,6
r 0,900 0,917 0,932 0,915
AIC 42,1 (32,5- 42,9 (31,9- 38,5 (24,0- 58,5 (37,4-
50,2) 75.5) 63,7) 80,1)

Datos expresados como media + EEM.

#p<0.05 vs. Carvedilol 1 mg/kg

Efecto sobre la variabilidad de la presion arterial de corto plazo

La administracion de carvedilol redujo la VPA de corto plazo tanto en animales

normotensos como en animales hipertensos, tal como se evidencia en la reduccion

sostenida del DE de la presion arterial (figura 9). No se encontraron diferencias en la

magnitud de la atenuacion DE comparando ambos grupos.
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Figura 9: Cambio en la variabilidad de la presion arterial de corto plazo, expresado como % de reduccion
del DE respecto del basal después de la administracion de carvedilol 1 o 5 mg/kg en ratas controles
(barras vacias) y animales L-NAME (barras negras). Cada barra muestra la media = EEM de ocho ratas.

Efecto sobre la variabilidad de la presion arterial latido-a-latido

El andlisis del efecto del carvedilol sobre la VPA latido-a-latido estableci6 que la
administracion intravenosa del [-bloqueante de tercera generacion reduce la
variabilidad en los diferentes dominios de frecuencia tanto en animales normotensos
como en ratas L-NAME. La variabilidad de MBF se redujo en ambos grupos
experimentales después de la administracion de 1 mg/kg de carvedilol (ratas control: A
variabilidad MBF: -13,0+5,6 mmng; n=8; L-NAME: A variabilidad MBF: -28,0+7,3
mmHg?; n=8) y 5 mg/kg (ratas control: A variabilidad MBF: -8,0+3,5 mmHg’; n=8;
ratas L -NAME: A variabilidad MBF: -21,5+6,5 mmng; n=8). El carvedilol también
redujo en gran medida la variabilidad de BF en ratas controles y tratadas con L-NAME,
pero la disminucion fue significativamente mayor en el grupo hipertenso con respecto a
los animales normotensos, después de la administraciéon de 1 mg/kg (ratas control: A
variabilidad BF: -3,1+1,8 mmng; n=8; ratas L -NAME: A variabilidad BF: -8,4+1,9
mmHg*; n=8, p< 0,05 vs control) y 5 mg/kg (controles: A variabilidad BF: -4,7+1,2

mmng; n=8; ratas L-NAME: A variabilidad BF: -9,3+1,7 mmng; n=8; p<0,05 vs
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control) de carvedilol. Por el contrario, la administracion de carvedilol no modifico la
variabilidad de AF en ratas control (1mg/kg: A variabilidad AF: -0,6+0,4 mmng; n=,;
5mg/kg: A variabilidad AF: -0,9+0,6 mmHg’; n=8) ni en los animales tratados con L-
NAME (Img/kg: A variabilidad AF: 0,3+0,4 mmHg’; n=8; 5mg/kg: A variabilidad AF:
-0,7+0,5 mmng; n=8). En consecuencia, el carvedilol reduce la razon BF/AF en ambos
grupos experimentales, aunque la disminucion de este parametro de actividad simpatica

vascular fue superior en ratas L-NAME respecto de animales normotensos (Figura 10).
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Figura 10: Evoluciéon temporal de los cambios en la relaciéon BF/AF, expresado en % de los valores
basales, después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o carvedilol (simbolo de
abierto) en dosis de 1mg/kg y 5 mg/kg en ratas normotensas (circulos) y en animales tratados con L-
NAME (cuadrados). Cada punto muestra la media + EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas control.

Se correlacion6 el efecto sobre la actividad simpatica vascular con las concentraciones
de carvedilol racémico a través de un modelo PK/PD de inhibicion de respuesta
fisiologica indirecta. No se encontraron diferencias en la estimacion de Kj, comparando
animales controles y ratas tratadas con L-NAME (Tabla 7). Por el contrario, la Clsy para

la reduccion del cociente BF/AF fue significativamente menor en los animales tratados
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con L-NAME con respecto al grupo control después de la administracion de carvedilol
en ambas dosis. La estimacion de los pardmetros PK/PD para el efecto de carvedilol en
el tono vascular simpatico no cambid con el incremento de la dosis en ambos grupos
experimentales (Tabla 7).

Tabla 7: Parametros PK/PD para la actividad simpatica vascular de carvedilol en animales tratados con L-

NAME y animales control después de la administracion intravenosa. Clsg: Concentracion que
corresponde a la mitad de la respuesta inhibitoria maxima, K;,: constante de produccion de la respuesta.

Grupo Controles (n=16) L-NAME (n=16)
Dosis 1 mg/kg 5 mg/kg 1 mg/kg 5 mg/kg
K, (min™) 18,4%1,5 16,6x1,7 12,6%2,1 16,6%3,1
Clso (pg/ml) 1,81+0,27 2,53+0,38 0,76+0,13* 1,18+0,20*
r 0,912 0,905 0,902 0,907
AlIC 48,2 (27,7- 67,1 (55,2- 56,8 (34,9- 65,7 (25,5-
85,5) 80,9) 75,5) 94,9)

Datos expresados como media + EEM.

*p<0.05 vs control
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Farmacocinética del nebivolol

La figura 11 muestra el curso temporal de las concentraciones plasmaticas de [-
nebivolol y d-nebivolol en animales normotensos e hipertensos tratados con L-NAME.
Se observo una caida biexponencial de los niveles plasmaticos de nebivolol compatibles
con un modelo de dos compartimentos farmacocinéticos después de la administracion
intravenosa del farmaco en las dosis de 3mg/kg y 10mg/kg (Figura 11). La comparacion
del parametro AIC entre diferentes modelos farmacocinéticos establecid que los datos
experimentales ajustan mejor a un modelo de dos compartimientos. Los niveles
plasmaticos del enantiomero / fueron significativamente mas bajos en comparacién con
los del enantiémero d en ambos grupos experimentales, demostrando la existencia de un
comportamiento farmacocinético enantioselectivo, situacion similar a la ocurrida con el

carvedilol (Figura 11).
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Figura 11: Concentracion plasmatica de /-nebivolol y d-nebivolol vs tiempo en animales control (circulos)
y animales tratados con L-NAME (cuadrados) luego de la administracion de 3 mg/kg (simbolos abiertos)
y 10 mg/kg (simbolos negros) de nebivolol. Cada punto equivale a la media + EEM para ocho ratas

La comparacion de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos, mostré mayor Vdss y Cl
de /-nebivolol con respecto a d- nebivolol en ambos grupos de trabajo (Tabla 8). En
consecuencia, el AUC y la Cy,x del I-nebivolol fueron significativamente mas bajos en
comparacion con los valores hallados para el enantiomero d. El estado hipertensivo
inducido por la administracion de L-NAME no afect6 la farmacocinética
enantioselectiva de nebivolol, considerando que no se encontraron diferencias
significativas al comparar los principales parametros farmacocinéticos de d y I-
nebivolol en ambos grupos experimentales (Tabla 8). Ambos enantiomeros mostraron
una farmacocinética lineal; tanto la Cy.x y AUC aumentaron de una manera

proporcional a la dosis en ambos grupos experimentales (Tabla 8).
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Tabla 8: Parametros farmacocinéticos del d-nebivolol y /-nebivolol en animales control y L-NAME después de la administracion intravenosa de nebivolol. AUC (area bajo la
curva), a (constante de distribucion), B (constante de eliminacion), Cl (aclaramiento), Vd (volumen de distribucion en el estado estacionario), C.x (concentracion maxima

extrapolada)
Enantiomero d-nebivolol [-nebivolol
Grupo Control (n=16) L-NAME (n=16) Control (n=16) L-NAME (n=16)
Dosis 3 mg/kg 10 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg
a(h™) 8,142,7 11,6+0,1 12,8+0,8 8,9+1,8 14,9+0,1 12,0+1,7 11,4+1,8 10,8+1,7
B (™ 0,3620,11 0,35%0,07 0,35+0,04 0,33+0,08 0,43+0,06  0,6620,08%  0,49+0,11 0,47+0,14
Vd; (1) 3,8+0,3 54+1,8 4,2%1,0 5,5%1,0 8,3+0,8 13,9+2,0° 9,742,1 12,742,3"
C1 (ml/min) 23,4+6,2 32,243,5 22,3+5,7 28,3+2,6 62,9+5,6° 82+11,8° 71,8+18,1°  74,4+15.2°
Cnax ng/ml) 1.5224534  2.620x154"  1.3504#238  2.792+306" 418+41 1.2394391% 5944280  1.356x258%
AUC,., (ng.ml/h) 808+70 2.120£365%  1.044+257  2.593+364" 596134  1.244%£270%  552%162  1.409%197%
r 0,993 0,991 0,998 0,994 0,998 0,996 0,997 0,992
AIC 59,9 (46,6-  81,8(63,1-  53.8(28,9-  89,9(76,8-  46,8(332-  64,7(51,0- 448(32,6-  68,5(31,6-
84,7) 103,5) 71,3) 109) 66,0) 76,8) 54,5) 98,2)

Datos expresados como media £+ EEM.

#5<0.05 vs 3 mg/kg; $p<0.05 vs d-nebivolol
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Farmacodinamia del nebivolol

Efecto hipotensor

La respuesta hipotensora luego de la administraciéon de nebivolol -3 o 10 mg/kg- se
representa en la figura 8. No se encontraron cambios en la PAM en ambos grupos
experimentales después de la administracion del vehiculo. El efecto antihipertensivo de
nebivolol mostr6 un patrén bifasico en ambos grupos experimentales (Figura 12).
Después de la administracion de nebivolol en dosis de 3 mg/kg y 10 mg/kg, la
reduccion temprana de valores de PAM fue significativamente mayor en el grupo L-
NAME (3 mg/kg: 16,3£2.2%; n=8; 10 mg/kg: 20,3+4,4%; n=8; p<0,05) en
comparacion con las ratas control (1mg/kg: 3,7£2,0%; n=8; 5 mg/kg: 14,3+£3,2%; n=8)
(Figura 12). Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas en la magnitud
de la reduccion de la PAM en la fase tardia al comparar a los dos grupos experimentales

(Figura 12).
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Figura 12: Evolucion temporal de los cambios en la presion arterial media (APAM % de los valores
basales), después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o nebivolol (simbolo
abierto) 3 mg/kg o 10 mg/kg en ratas normotensas (circulos) y en animales tratados con L-NAME
(cuadrados). Cada punto muestra la media + EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs a ratas control.

Efecto bradicardizante

La figura 13 muestra el curso temporal de los cambios de FC en animales L-NAME y

controles después de la administracion intravenosa del vehiculo o de nebivolol en una

dosis de 3 mg/kg o 10 mg/kg. Mientras que la administracion del vehiculo no modificéd

la FC en ninguno de los grupos experimentales, el nebivolol indujo una respuesta

bradicardizante con ambas dosis estudiadas en animales hipertensos y normotensos.

Aunque la respuesta cronotropica maxima no difirié6 en ambos grupos experimentales,

| RESULTADOS




Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas estereoselectivas de carvedilol y 2015
nebivolol en modelos de hipertension experimental —Farm. Facundo M Bertera

la FC retornd mas rapidamente a los valores basales en el grupo L-NAME con respecto

al grupo control después de la administracion de la dosis mas baja (Figura 13).
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Figura 13: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC % de los valores basales),
después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o nebivolol (simbolo abierto) en
dosis de 3 mg/kg o 10 mg/kg en ratas normotensas (circulos) y en los animales tratados con L-NAME
(cuadrados). Cada punto muestra la media £ EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas control.

Efecto sobre la variabilidad de la presion arterial de corto plazo

La administracion intravenosa de nebivolol redujo notablemente la VPA de corto plazo
tanto en ratas hipertensas como en normotensas, tal como lo demuestra la reduccion
sostenida del DE de la presion arterial después de la administracion del farmaco en

ambas dosis (Figura 14). Ademas se encontraron diferencias en la magnitud de la
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atenuacion del DE inducida por nebivolol luego de la administracion de la dosis de 10
mg/kg, siendo mayor en el grupo hipertenso. La administracion de vehiculo no produjo

cambios en la VPA de corto plazo.
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Figura 14: Cambio en la variabilidad de la presion arterial de corto plazo, expresado como A DE respecto
del valor basal, después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o nebivolol 3 o 10
mg/kg (simbolo abierto) en ratas controles (circulos) y animales L-NAME (cuadrados). Cada barra
muestra la media £ EEM de ocho ratas. * p <0,05 frente ratas control

Efecto sobre la variabilidad de la presion arterial latido-a-latido
La VPA latido-a-latido también se redujo significativamente después de la
administracion de nebivolol en ambos grupos experimentales (Figura 15). El nebivolol

produjo una mayor atenuaciéon de la variabilidad de MBF en animales L-NAME
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(3mg/kg: % del basal: -34,4+3,6%; n=8; 10 mg/kg: % del basal: -44,9+£3,5%; n=8§;
p<0.05 vs. ratas control) con respecto a los animales normotensos (3 mg/kg: % del
basal: -7,5+2,3%; n=8; 10 mg/kg: % del basal: -20,7+6,5%; n=8) (Figura 15). Por el
contrario, la reduccion en los dominios de AF y BF no fue significativamente diferente

en los dos grupos.
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Figura 15: Cambios en la VPA de muy baja frecuencia (MBF), de baja frecuencia (BF) y alta frecuencia
(AF), expresado como % de los valores basales, después de administracion intravenosa de nebivolol en
ratas normotensas (barras blancas) e hipertensos L-NAME (barras negras). Cada barra muestra la media +
EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas control

En cuanto a los efectos de nebivolol sobre la relacion BF/AF, en ambos niveles de
dosis, el B-bloqueante produjo una reduccion significativa de dicho parametro tanto en
animales normotensos como en hipertensos por administracion de L-NAME (Figura
16). La reduccion del parametro de la actividad simpatica vascular fue mayor reduccion
en los animales L-NAME (3mg/kg: % del basal: -39,5+3%; n=8; 10 mg/kg: % del basal:
-36.6+3,4%; n=8; p<0,05 vs. ratas control) en comparacion al grupo control (3mg/kg:

% del basal: -26,3+4,3 %; n=8; 10 mg/kg: % del basal: -17,7+ 5,1 %; n=8).
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Figura 16: Curso temporal de los cambios en la relacion (BF/AF), expresada como % de los valores de
basales, después de la administracion intravenosa de nebivolol (simbolos abiertos) o vehiculo (simbolos
negros) en ratas normotensas (circulos) y en animales hipertensos L-NAME (cuadrados). Cada punto
muestra la media = EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas control
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Animales espontaneamente hipertensos (SH)

Las ratas SH presentaron alteraciones en los parametros cardiovasculares
hemodindmicos en relacion a sus respectivos controles WKY. La PAM basal fue
significativamente mayor en las ratas SH (154+6 mmHg, n=32; p <0,05) con respecto a
los animales control (105+2 mmHg; n=32). Al igual que en el grupo L-NAME, no se
encontraron diferencias en la FC basal al comparar ambos grupos experimentales (SH:
392+18 Ipm; n=32; controles: 389+12 Ipm; n= 32).

En cuanto a la VPA de corto plazo, se observod un incremento del DE del registro de
presion arterial en los animales hipertensos comparado con los correspondientes
controles (7,47+0,66 mmHg vs 5,56+0,39 mmHg; n=32; p<0,05). El analisis de la VPA
latido-a-latido demostro la existencia de un incremento significativo en los animales
hipertensos de la variabilidad en los dominios de MBF (28,9+2,6 mmHg” vs
16,6+1,9mmHg*; n=32; p <0,05), de BF (25,0+2,0 mmHg’ vs 12,2+1,4 mmHg* n=32; p
<0,05) y de AF (4,7+0,3 mmHg’ vs 3,4+0,5 mmHg* n=32; p <0,05) en comparacion al
grupo WKY. Para la relacion BF/AF el incremento a favor de los animales L-NAME

también resulté significativo (SH: 4,56+0,14; WKY: 3,71+0,17; n=32; p <0,05).

Farmacocinética del carvedilol

La figura 17 muestra el curso temporal de las concentraciones plasmaticas de S- y R-
carvedilol en animales WKY y SH después de la administracion intravenosa en las dosis
de 1 mg/kg o 5 mg/kg. Se encontré6 una disminucion biexponencial de los niveles
plasmaticos de carvedilol, compatible con un modelo de dos compartimientos. Los
parametros farmacocinéticos resultantes se muestran en la Tabla 9. No se encontraron

diferencias en 0 y 3 de ambos enantiomeros cuando se compararon ratas SH con ratas
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control. El Vdg del S-carvedilol fue significativamente mayor que el del R-carvedilol en
ambos grupos experimentales. La distribucion del carvedilol no se vio afectada en gran
medida por el estado hipertensivo, teniendo en cuenta que sélo el Vdgs del S-carvedilol
se redujo significativamente en el grupo hipertenso después de la administracion de la
dosis de 1 mg/kg. El Cl de ambos enantidémeros fue significativamente mayor en los
animales control en comparacion con las ratas SH, aunque solamente después de la
administracion de la dosis mas baja (Tabla 9). Por otra parte se evidencid un aumento
dependiente de la dosis en el Vdy y el Cl de ambos enantiomeros en ratas SH y
normotensas. Como consecuencia de esto, la Cyax Y €l AUC de ambos enantidmeros

aumentaron en menor proporcion a lo esperado en ambos grupos experimentales (Tabla

9).
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Figura 17: Concentracion plasmatica de R-carvedilol y S-carvedilol vs tiempo en animales WKY
(circulos) y animales SH (cuadrados) luego de la administracion de 1 mg/kg (simbolos abiertos) y 5
mg/kg (simbolos negros) de carvedilol.
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Tabla 9: Parametros farmacocinéticos de S-carvedilol y R-carvedilol luego de la administracion intravenosa de carvedilol en animales WKY y SH. AUC (area bajo la curva),
a (constante de distribucion), B (constante de eliminacidn), Cl (aclaramiento) y Vd (volumen de distribucion en el estado estacionario), C,x (maxima concentracion

extrapolada).
Enantiomero S-carvedilol R-carvedilol
Grupo WKY (n=12) SH (n=12) WKY (n=12) SH (n=12)

Dosis Img/kg 5 mg/kg 1 mg/kg 5 mg/kg Img/kg Smg/kg Img/kg Smg/kg

a(h™) 12,3+1,2 1,2+1,3 14,3+1,4 12,3+1,9 11,8+1,8 11,3£1,3 12,3+1,2 13,0£1,5

B(h™ 0,57£0,10  0,63+0,16 0,7020,12%  0,90%0,17 1,13+0,09 0,85%0,19 1,03+0,20 0,94%0,13

Vds (1) 1,474¢020%  2,1240,32%  0,84+0,07°"  1,84+0,32%  0,51+0,06 0,9240,10"  0,40+0,06 0,83%0,09"

Cl(mlmin™)  142+1,5 19,9+1,7% 9,9+1,9%" 25,1+4,1% 10,3+1,5 12,6+2,1 6,4+0,9" 13,6+1,9%

Cmax (ngml™)  850+154° 2.325+234"  841x161° 2.845+588™  1.378%136  4.346x626"  1.937#382  4.657+711%

AUC,., (ngmLh’)  712+]128 23804535 1.135#301°  2.105+375%  867+104 3.746+£713%  1.486+293"  3.632+500"

r 0,999 0,998 0,993 0,990 0,990 0,996 0,993 0,996

AIC 22,5(17,0- 62,5(59,3- 63,8(30,8- 67,8(11,4- 67,1(39,5-  87,1(24,8-  81,0(19,6- 73,0(6,8-
36,6) 93,3) 82,9) 98,6) 78,4) 92,3) 82,7) 95,2)

Datos expresados como media + EEM.

#p<0.05 vs 1 mg/kg; p<0.05 vs WKY; ¥p<0.05 vs R-carvedilol
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Farmacodinamia del carvedilol

Efecto hipotensor

El efecto hipotensor de la administracion de carvedilol (1 o 5 mg/kg) se representa en la
figura 18, que muestra el curso temporal de los cambios en PAM de animales SH y
controles WKY después de la administracion intravenosa de vehiculo o carvedilol. La
administracion de vehiculo no modifico la PAM en ninguno de los grupos
experimentales. El efecto antihipertensivo del carvedilol fue significativamente mayor
en ratas SH (1 mg/kg: % del basal: -38,4+3,8%; n=8; 5 mg/kg: % del basal: -44,2+
7,2%; n=8; p <0,05 vs ratas WKY)) en comparacion con las ratas normotensas (1mg/kg:

% del basal: -16,8+4,1%; n=8; Smg/kg: % del basal: -18,7+ 3,3%; n=8).
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Figura 18: Evolucion temporal de los cambios en la presion arterial media (APAM; % de los valores
basales), después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o carvedilol (simbolo
abierto) 1 mg/kg o 5 mg/kg en ratas normotensas (circulos) y en ratas SH (cuadrados). Cada punto
muestra la media = EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas control.

Con el fin de realizar el analisis PK/PD, se correlaciono el efecto hipotensor con las
concentraciones de carvedilol racémico a través de un modelo PK/PD de
compartimiento de efecto con la ecuacion E,.x sigmoideal. No se encontraron
diferencias en la estimacion de E.x al comparar ambos niveles de dosis en animales
normotensos ¢ hipertensos (Tabla 10), lo que sugiere que el rango farmacodinamico
completo del efecto hipotensor de carvedilol se alcanz6 bajo condiciones

experimentales y la ecuacion E,x sigmoideal es adecuada para la estimacion de
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parametros PK/PD. El E,,x fue mayor en los animales hipertensos en comparacioén con
los controles luego de la administraciéon de ambas dosis, lo que sugiere una mayor
eficacia antihipertensiva del carvedilol en ratas SH (Tabla 10). La velocidad de
transferencia de carvedilol desde el compartimiento central hacia el de efecto no fue
diferente comparando ambos grupos experimentales (Tabla 10). La potencia de
carvedilol para el efecto hipotensor no se vio afectada en ratas SH con respecto a las

ratas normotensas control.

Tabla 10: Parametros PK/PD para el efecto antihipertensivo de carvedilol en animales SH y animales
control después de la administracion intravenosa en dosis de 1 mg/kg o 5 mg/kg. CEs,: concentracion
que corresponde a la mitad de la respuesta méaxima, E,,x: respuesta méxima, y: coeficiente de Hill, t;q:
vida media de equilibrio entre el plasma y el compartimiento de efecto.

Grupo WKY (n=16) SH (n=16)
Dosis 1 mg/kg 5 mg/kg 1 mg/kg 5 mg/kg
o (%) 16,743.7 17.9+4.5 39.3+2.0% 45,5+5,0*
CEso(ng/ml
so(ng/ml) 824+78 1.360+162 780+76 1 2644283
Y 21402 2.2+02 22402 2.4+02
ti2eq (min) 3.5+0.5 3.840.4 3.3+0,3 32402
2 0955 0,936 0,929 0,945
AIC 61,5 (51,5- 64,2 (60,5- 66.6 (58,8- 62,5 (47,1-
73.2) 85,7) 105,6) 92,6)

Datos expresados como media £ EEM. *p<0.05 vs control

Efecto bradicardizante

La figura 19 muestra el curso temporal de los cambios de FC en animales SH y
controles después de la administracion intravenosa del vehiculo o de carvedilol en una
dosis de 1 o 5 mg/kg. La administracion de vehiculo no modificé la FC en ninguno de
los grupos experimentales. El efecto cronotropico de carvedilol fue significativamente

mayor en ratas SH (1 mg/kg: % del basal: -27,743,5%; n=8; Smg/kg: % del basal: -31,7
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1+2,6%; n=8; p<0,05 vs ratas control) con respecto a animales normotensos WKY(1
mg/kg: % del basal: -18,9+2,3%; n=8; Smg/kg: % del basal: -24,8+1,4%; n=8) después

de la administracion de ambas dosis (Figura 19).
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Figura 19: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC, % de los valores basales),
después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o carvedilol (simbolo abierto) en
dosis de 1 mg/kg y 5 mg/kg en ratas normotensas (circulos) y en ratas SH (cuadrados). Cada punto
muestra la media £ EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas control
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Se correlaciond el efecto bradicardizante con las concentraciones de carvedilol
racémico, a través de un modelo PK/PD de compartimiento de efecto con la ecuacion
Enmax sigmoideal. No se encontraron diferencias en la estimacion de Es al comparar
ambos niveles de dosis en animales normotensos e hipertensos (Tabla 11), lo que
sugiere que el rango farmacodinamico completo de efecto bradicardizante de carvedilol
se alcanz6 bajo condiciones experimentales y la ecuacion E ;¢ sigmoideal es adecuada
para la estimacion de pardmetros PK/PD. La velocidad de transferencia de carvedilol
desde el compartimiento central hacia el de efecto no fue diferente comparando ambos
grupos experimentales (Tabla 11). La respuesta cronotrépica méxima fue mayor en ratas
SH en comparacién con ratas normotensas. Por otra parte, S-carvedilol mostrd una

potencia equivalente en ratas hipertensas SH y animales WKY (Tabla 11).

Tabla 11: Parametros PK/PD para el efecto cronotropico de carvedilol en animales SH y animales control
después de la administracion intravenosa en dosis de 1 mg/kg o 5 mg/kg. CEs;: Concentracion que
corresponde a la mitad de la respuesta maxima, E,,: respuesta maxima, y: coeficiente de Hill, tcq: vida
media de equilibrio entre el plasma y el compartimiento de efecto.

Grupo WKY (n=16) SH (n=16)
Dosis 1 mg/kg 5 mg/kg 1 mg/kg 5 mg/kg
0
B (%0) 16,2423 13,4£2,5 26,8+3.4% 27,6%3,9%
CEso(ng/ml) 11313 13616 153£23 118+16
1% 2,1+0,2 2,0£0,2 2,2+0,1 2,2+0,3
t1/2¢q (mMin) 4,1+0,4 3,8+0,6 4,6+0,4 4,5+0,6
r 0,955 0,956 0,949 0,985
AIC 62,9 (52,8- 74,9 (62,5- 76,6 (55.8- 68,5 (47,1-
76,7) 89,7) 125,8) 93,4)

Datos expresados como media £+ EEM.
*p<0.05 vs control
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Efecto sobre la variabilidad de la presion arterial de corto plazo

La administracion de carvedilol redujo drasticamente la VPA de corto plazo tanto en
animales normotensos WKY como en ratas SH; dicho efecto se evidencia en la
reduccién sostenida del DE de la presion arterial (Figura 20). No se encontraron
diferencias en la magnitud de la atenuacion del DE al comparar animales SH y controles

(Figura 20).
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Figura 20: Cambio en la variabilidad de la presion arterial a corto plazo, expresado como % de desviacion
estandar de linea de base (DE), después de la administraciéon de carvedilol 1 o 5 mg/kg en ratas controles
(barras vacias) y animales SH (barras negras). Cada barra muestra la media = EEM de ocho ratas.

Efecto sobre la variabilidad de la presion arterial latido-a-latido

La VPA latido-a-latido también se redujo significativamente en ambos grupos
experimentales. Ademas, el carvedilol ejercié una mayor disminucion de la VPA en los
tres dominios de frecuencia en ratas SH en comparacién con los animales WKY en

ambos niveles de dosis (Figura 21).
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Figura 21: Cambios en la VPA de muy baja frecuencia (MBF), de baja frecuencia (BF) y alta frecuencia
(AF), expresado como % de los valores basales, después de administracion intravenosa de carvedilol en
ratas normotensas WKY (barras blancas) y SH (barras negras). Cada barra muestra la media + EEM de
ocho ratas. * p <0,05 vs control.

La figura 22 muestra el curso temporal de la relacion BF/AF después de la
administracion de vehiculo o carvedilol (1 o 5 mg/kg) en ratas WKY y SH. Mientras
que la administracion del vehiculo no modificé la relacion BF/AF, el carvedilol
disminuy6 significativamente este parametro en ambos grupos experimentales. Por otra

parte, la reduccion de la relacion BF/AF fue significativamente mayor en las ratas SH
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(1mg/kg: % de reduccion: -32,1+5,5%; n=8; Smg/kg: % de reduccion: -46,3+4,9%; n=8;
p<0.05 vs ratas WKY) con respecto a los animales normotensos (Img/kg: % de

reduccion: -13,6+5,4%; n=8; Smg/kg: 25,2+4,2 %; n =8).
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Figura 22: Curso temporal de los cambios en la relacion BF/AF, expresada como % de los valores de
basales, después de la administracion intravenosa de carvedilol (simbolos abiertos) o vehiculo (simbolos
negros) en ratas normotensas (circulos) y en animales SH (cuadrados). Cada punto muestra la media +
EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas control.
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Farmacocinética del nebivolol

La figura 23 muestra el curso temporal de las concentraciones plasmaticas de /- y d-
nebivolol en animales SH (n=8) y controles (n=8) después de la administracién
intravenosa. Se encontré una disminucion biexponencial de los niveles plasmaticos de
nebivolol compatibles con un modelo de dos compartimentos farmacocinéticos en todos
los experimentos después de la administracion de dosis de 3 o 10 mg/kg. Los
pardmetros farmacocinéticos resultantes se muestran en la Tabla 12. No se encontraron
diferencias en 0, Vdg y la Cy,sx de ambos enantidmeros en animales SH en comparacion
con las ratas normotensas WKY. El Cl de /-nebivolol fue significativamente menor en
ratas SH con respecto a los animales WKY en ambos niveles de dosis. Ademas, se
encontr6 una reduccion no significativa en el CI de d-nebivolol en SH en comparacion
con el grupo de normotensos (Tabla 12). En consecuencia, la constante de eliminacion [3
de /-nebivolol se redujo en animales SH respecto de ratas WKY después de la
aplicacion de la dosis de 10 mg/kg. El nebivolol mostré una farmacocinética
enantioselectiva, teniendo en cuenta que el Cl de /-nebivolol fue significativamente
mayor al del d-nebivolol en ambos grupos experimentales. Ademas, el AUC de d-
nebivolol fue mayor con respecto a la del /-enantidmero en ratas SH y controles. Ambos
enantidmeros mostraron una farmacocinética lineal; tanto la Cp,x y AUC aumentaron de

una manera proporcional a la dosis en ambos grupos experimentales (Tabla 12).
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Figura 23: Concentracion plasmatica de /-nebivolol y d-nebivolol vs tiempo en animales control (circulos)
y animales SH (cuadrados) luego de la administracion de 3 mg/kg (simbolos abiertos) y 10 mg/kg
(simbolos negros) de nebivolol. Cada punto equivale a la media + EEM para ocho ratas.
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Tabla 12: Parametros farmacocinéticos del d-nebivolol y /-nebivolol en animales WKY y SH después de la administracion intravenosa de nebivolol en dosis de 3 mg/kg o 10
mg/kg. AUC (area bajo la curva), a (constante de distribucion), B (constante de eliminacion), Cl (aclaramiento), Vd,s (volumen de distribucion en el estado estacionario), Cp.x

(concentracion maxima extrapolada)

Enantiomero d-nebivolol [-nebivolol
Grupo WKY (n=16) SH (n=16) WKY (n=16) SH (n=16)
Dosis 3 mg/kg 10 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg
a(h™) 7,242,9 8,3+2,0 7,5%1,3 11,242,1 10,10,7 10,71,7 7,5%1,5 6,7+0,7
B(h™ 0,39%0,05 0,29+0,07 0,24%0,05 0,4120,04 0,45%0,03 0,47+0,13 0,38+0,08  0,23%0,05*
Vd; (1) 2,3%0,5 4,0%1,2 2,4%0.4 1,5+0,3 5,6%1.6° 4,7+0.6 3,5+0,4 5,4+1,1°
Cl (ml.min™) 18,8+5,0 19,4+6,1 10,6435 13,4427 59,9+16,9° 47,8495 22,4+62% 19,3+3,5%
Coax(ngml™) 17774216  6.665+1352%  2233+553  7.770+1216" 1270215  5.060£773% 13184204  2.507+216™
AUC (ngmLh™) 17424452  5.755+1670°  3.480+834  7.244+1298% 58242178  2.110+629%  1.666+340*  5.008+984""
r 0,995 0,997 0,996 0,997 0,996 0,997 0,997 0,992
AIC 81,7(57,6- 81,6 (65,6- 78,3 (66,2- 89,8 (64,2- 64,1 (57,0-  73,9(554-  46,7(149- 68,5 (31,6
92,8) 118) 89,4) 112) 75,0) 91,6) 65,2) 98,2)

Datos expresados como media + EEM.

#p<0.05 vs 3 mg.kg’l; p<0.05 vs Control; %p<0.05 vs d-nebivolol
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Farmacodinamia del nebivolol

Efecto hipotensor

La respuesta hipotensora luego de la administracién intravenosa de nebivolol en una
dosis de 3 o 10 mg/kg en animales SH y WKY se representa en la figura 24. No se
encontraron cambios en la PAM entre animales SH y controles después de la
administracion del vehiculo. La aplicacion de nebivolol en ambas dosis produjo una
marcada disminucion de la PAM en ratas control y SH. Por otra parte, en estos niveles
de dosis, la respuesta hipotensora al nebivolol fue significativamente mayor en los
animales hipertensos SH en comparacion con ratas normotensas WKY (Figura 24). La
PAM no regres6 a los valores basales durante todo el experimento en los dos grupos
experimentales, lo que demuestran la duracion prolongada de la respuesta
antihipertensiva (Figura 24) y la imposibilidad del uso de modelos PK/PD debido a la

pobre correlacion entre la concentracion plasmatica y el efecto hipotensor.

3 mg/kg

204

A PAM (% del valor basal)

I I 1
0 30 60 90 120 150 180
Tiempo (min)

| RESULTADOS



Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas estereoselectivas de carvedilol y 2015
nebivolol en modelos de hipertension experimental —Farm. Facundo M Bertera

10 mg/kg

20+

-404

A PAM (% del valor basal)

] ] L}
0 30 60 90 120 150 180
Tiempo (min)

Figura 24: Evolucion temporal de los cambios de la presion arterial media (APAM, % de los valores
basales), después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o nebivolol (simbolo
abierto) en dosis de 3 mg/kg o 10 mg/kg en ratas normotensas WKY (circulos) y en los animales SH
(cuadrados). Cada punto muestra la media + EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas WKY.

Efectos sobre la frecuencia cardiaca

La figura 25 muestra el curso temporal de los cambios de FC en ratas normotensas
WKY y SH después de vehiculo o nebivolol en una dosis de 3 o 10 mg/kg. La
administracion de vehiculo no modificé la FC en ninguno de los grupos experimentales.
El nebivolol indujo una reduccion dosis dependiente de la FC en ambos grupos
experimentales (Figura 25) con recuperacion parcial de los valores basales durante el
seguimiento. La respuesta cronotrdpica al nebivolol no difiri6 entre ratas SH y controles

en las dosis evaluadas (Figura 25).
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Figura 25: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC,% de los valores basales),
después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o nebivolol (simbolo abierto) en
dosis de 3 mg/kg y 10 mg/kg en ratas normotensas WKY (circulos) y en los animales SH (cuadrados).
Cada punto muestra la media + EEM de ocho ratas.

Efecto sobre la variabilidad de la presion arterial de corto plazo

de la reduccién del DE al comparar ambos grupos experimentales (Figura 26).

Como se evidencia en la figura 26, la administracion intravenosa de nebivolol redujo
marcadamente la VPA de corto plazo tanto en animales normotensos WKY como en
ratas SH, con una reduccion sostenida del DE de la presion arterial después de la
administracion de dosis de 3 o 10 mg/kg del farmaco. La administracion del vehiculo no

indujo cambios en la VPA de corto plazo y no se encontraron diferencias en la magnitud
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Figura 26: Cambio en la variabilidad de la presion arterial de corto plazo, expresado como A DE respecto
del valor basal, después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o nebivolol 3 o 10
mg/kg (simbolo abierto) en ratas controles (circulos) y animales SH (cuadrados). Cada barra muestra la
media + EEM de ocho ratas.

Efecto sobre la variabilidad de la presion arterial latido-a-latido

La VPA latido-a-latido también se redujo significativamente por la administracion de
nebivolol en los dos grupos experimentales. En ratas WKY, nebivolol en ambas dosis
produjo una reduccion significativa de la VPA de MBF y BF. En el caso de los animales
hipertensos SH, la reduccion se observo en los tres dominios de VPA latido-a-latido.
Por otra parte, el nebivolol ejercié una mayor disminucion de la variabilidad de BF en

SH en comparacion con los animales WKY en ambos niveles de dosis (Figura 27). La
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reduccion en los dominios de MBF y AF no fue significativamente diferente entre los

dos grupos experimentales (Figura 27).
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Figura 27: Cambios en la VPA de muy baja frecuencia (MBF), de baja frecuencia (BF) y alta frecuencia
(AF), expresado como % de los valores basales, después de administracion intravenosa de nebivolol en
ratas normotensas (circulos) y ratas SH (cuadrados). Cada punto muestra la media = EEM de ocho ratas.
* p <0,05 vs ratas WKY; #p<0,05 vs vehiculo

Por ultimo, los efectos de nebivolol sobre la relacion BF/AF se evaluaron en ratas
control WKY y animales SH después de la administracion de vehiculo o de nebivolol 3
o 10 mg/kg. Mientras que el vehiculo no indujo cambio alguno, el nebivolol en ambas
dosis produjo una reduccion significativa de este parametro en animales SH, pero no en

animales WKY (Figura 28).
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Figura 28: Curso temporal de los cambios en la relacion (BF/AF), expresada como % de los valores de
basales, después de la administracion intravenosa de nebivolol (simbolos abiertos) o vehiculo (simbolos
negros) en ratas normotensas (circulos) y en animales SH (cuadrados). Cada punto muestra la media +
EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas WKY; #p<0,05 vs vehiculo

Animales Fructosa

La tabla 13 muestra el perfil metabolico de los animales hipertensos por sobrecarga de
fructosa y la comparacion con los controles. Los animales a los que se administro
fructosa en agua de bebida mostraron una mayor glucemia, trigliceridemia e insulinemia
en relacion a los controles. Al comparar los pardmetros cardiovasculares de los animales
hipertensos por sobrecarga de fructosa con sus respectivos controles, se evidenciaron
algunas diferencias significativas; la PAM basal fue mayor en las ratas fructosa (114+2
mmHg; n=32; p<0,05) con respecto a las ratas control (1052 mmHg; n=32). No se
encontraron diferencias en la FC basal al comparar ambos grupos experimentales (ratas

control: 382 +14 lpm; n=32; ratas fructosa: 377+12 lpm; n=32).
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Tabla 13: Parametros metabolicos del modelo de sobrecarga dietaria de fructosa

Grupo Trigliceridemia Glucemia Insulinemia Insulinemia
experimental (mg/ml) (mg/ml) basal (ng/ml) dos horas*
(ng/ml)
Control 0,51 +0,08 1,38+ 0,03 1,2+0,2 3,1+0,6
Fructosa 1,00+ 0,10 1,56 + 0,03 2,8+0,4 6,2+ 0,6
p <0,05 p <0,05 p <0,05 p <0,05

* Determinaciones realizadas luego de dos horas de realizada una curva de tolerancia a la glucosa.

Los valores de trigliceridemia y glucemia corresponden a la media + EEM de 32 animales. Los valores de
insulinemia basal y a las dos horas de una prueba de tolerancia a la glucosa corresponden a la media +
EEM de 8§ animales.

Las ratas hipertensas por sobrecarga de fructosa mostraron mayor VPA de corto plazo al
compararse con el grupo control (DE: 4,00+0,16 mmHg vs 3,27+0,21 mmHg; p<0.05).
En cuanto a la VPA latido-a-latido las ratas fructosa exhibieron un incremento de la
misma en los dominios de MBF y de BF (MBF: 19,0£1,9 mmng; BF 12,8+1,3
mmng; n=32; p<0,05) en comparacion con el grupo normotenso (MBF: 12,7+1,0
mmng; BF: 9,1+0,5 mmng; n=32). No se encontraron diferencias en la variabilidad
de AF entre los grupos experimentales (ratas control: 3,2+0,3 mmng; n=32; ratas
fructosa: 4,1+0,5 mmng; n=32). La actividad simpatica vascular estimada por la
relacion BF/AF basal no fue significativamente diferente entre el grupo fructosa

(3,5+0,2; n=32) y animales control (3,2+0,2; n=32).

Farmacocinética del carvedilol
La figura 29 muestra el curso temporal de las concentraciones plasmaticas de S- y R-
carvedilol en animales control y ratas hipertensas por sobrecarga de fructosa después de

la administracion intravenosa del [-bloqueante a dosis de 1 mg/kg o 3 mg/kg. Se
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observo una disminucidon biexponencial de los niveles plasmaticos de carvedilol en
todos los grupos experimentales compatible con un modelo farmacocinético de dos
compartimientos (Figura 29). No se encontraron diferencias en las constantes O y [3 al
comparar ambos grupos experimentales. Para ambos enantidmeros, se detectd un
incremento dependiente de la dosis en el Vdgs en los animales control (Tabla 14). Por el
contrario, solo el Vdg del R-carvedilol mostré dependencia de la dosis en las ratas
alimentadas con fructosa (Tabla 14). Después de la administracion del carvedilol en la
dosis de 3 mg/kg, el Vdys de ambos enantiomeros se redujo significativamente en los
animales hipertensos comparado con el grupo normotenso (Tabla 14). Ademas, aunque
el Cl de ambos enantidmeros no se vio afectado por el estado hipertensivo inducido por
la sobrecarga de fructosa, el aclaramiento del S-carvedilol mostr6 un aumento
dependiente de la dosis en las ratas control (Tabla 14). Como consecuencia de la
dependencia de la dosis tanto del Vdg como del Cl, la Cp,x y el AUC de los dos
enantidmeros aumentaron menos que lo proporcionalmente esperado en las ratas
normotensas. En el grupo fructosa, solo el R-enantidmero exhibié un comportamiento

no lineal.
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Figura 29: Concentraciéon plasmatica de S-carvedilol y R-carvedilol vs tiempo en animales control
(circulos) y animales fructosa (cuadrados) luego de la administracion de 1 mg/kg (simbolos abiertos) y 3
mg/kg (simbolos negros) de carvedilol. Cada punto equivale a la media = EEM para ocho ratas.
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Tabla 14: Parametros farmacocinéticos del S- y R- carvedilol en animales control y alimentados con fructosa después de la administracién intravenosa de carvedilol en dosis
de 1 mg/kg o 3 mg/kg. AUC (area bajo la curva), a (constante de distribucién), B (constante de eliminacion), Cl (aclaramiento), Vdg, (volumen de distribucion en el estado

estacionario), Cy,, (concentracion maxima extrapolada).

Enantiémero S-carvedilol R-carvedilol
Grupo Control (n=12) Fructosa (n=12) Control (n=12) Fructosa (n=12)
Dosis 1 mg/kg 3 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg
a (h™) 12,3£1,2 8,0+1,3 14,3£1,4 9,3t1.9 7,8+1,8 6,3+1,3 8,3%1,2 8,01,5
B (h™") 0,43£0,15 0,57+0,07° 0,44+0,09 0,38+0,09 0,38+0,19 0,25+0,04 0,47£0,07 0,31£0,08
Vdg (1) 1,13£0,26  2,24+0,29%  1,1420,11°  1,21£0,07*  0,77£0.11  1,5120,09  0,53%0,03  0,89+0,07*"
Cl (ml/min) 6,5+1,4 14,243 4% 9,1+1,0° 8,9+1,6° 4,5%1,2 6,7+1,1 4,4+0,5 4,7+1,3
Crnax (ng/ml) 1.610+93 2.490+345 1.604+152 3.300+264 1.608+189 2777£321 2020+328 3500+226
AUC,. (ngml/h) — 1.675+372 2.487+665 1.006+141 3.8021766* 2.447+487  4.300£803 2.064+296 4.273+609*
r 0,997 0,998 0,995 0,995 0,997 0,996 0,993 0,993
AIC 24,8 (47,0- 76,5 (59,3- 47,8 (30,8- 52,8 (11,4- 65,1 (39,5- 65,1 (24,8- 53,0 (19,6- 63,0 (6,8-
76,6) 93,3) 66,9) 98,6) 78.,4) 92,3) 82,7) 125,2)

Datos expresados como media £+ EEM.

#5<0.05 vs 1 mg/kg; p<0.05 vs Control; %p<0.05 vs R-carvedilol
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Farmacodinamia del carvedilol

Efecto hipotensor

La figura 30 muestra el curso temporal de los cambios de la PAM en animales control y
alimentados con fructosa después de la administracion intravenosa de vehiculo o
carvedilol en una dosis de 1 o 3 mg/kg. La administracion de vehiculo no modifico la
PAM en ninguno de los grupos experimentales (Figura 30). La respuesta hipotensora al
carvedilol fue significativamente mayor en animales fructosa (APAM: -30,3+2,6%; n=S8;
p<0,05) en comparacion con las ratas control (APAM: -19,6+1,7%; n=8) después de la
administracion intravenosa de carvedilol solo en la dosis de 3 mg/kg, no hallandose
diferencias significativas luego de administrar el 3-bloqueante en la dosis de 1mg/kg

(Figura 30).
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Figura 30: Evolucion temporal de los cambios en la presion arterial media (APAM, % de los valores
basales), después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o carvedilol (simbolo
abierto) 1 mg/kg y 3 mg/kg en ratas normotensas (circulos) y en ratas fructosa (cuadrados). Cada punto
muestra la media = EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas control.

Se correlaciond el efecto hipotensor con las concentraciones de carvedilol racémico
aplicando un modelo PK/PD de compartimiento de efecto con la ecuacion Eux
sigmoideal. No se encontraron diferencias en la estimacion de E.x al comparar ambos
niveles de dosis en animales normotensos e hipertensos (Tabla 15), lo que sugiere que el
rango farmacodinamico completo de efecto hipotensor de carvedilol se alcanzd bajo
condiciones experimentales y la ecuacion E.x sigmoideal es adecuada para la
estimacion de parametros PK/PD. La velocidad de transferencia de carvedilol desde el
compartimiento central al del efecto no fue significativamente diferente en los grupos
experimentales (Tabla 15). La respuesta hipotensora maxima fue significativamente
mayor en las ratas alimentadas con fructosa en comparacion con las ratas normotensas
solo en la dosis de 3 mg/kg. La potencia de la respuesta hipotensora al carvedilol fue
similar al comparar ambos grupos experimentales con un aumento no significativo de la

CE5 paralelo al incremento de la dosis (Tabla 15).
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Tabla 15: Parametros PK/PD para el efecto antihipertensivo de carvedilol en animales tratados con
fructosa y animales control después de la administracion intravenosa. CEsp: concentracion que
corresponde a la mitad de la respuesta maxima, E,,: respuesta maxima, y: coeficiente de Hill, t;,.q: vida
media de equilibrio entre el plasma y el compartimiento de efecto.

Grupo Control Fructosa
Dosis 1 mg/kg 3 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Eax (%) 30,6%1,5 24,5+2,1 34,743,9 35,04£2,8*
CEsg(ng/ml) 631115 678152 721£92 835+143
% 2,2+0,2 2,0x0,1 2,2+0,2 2,4+0.2
1720 (min) 5,5+1,2 42+1 4 5,7+1,8 7.6%1,4
r 0,955 0,956 0,949 0,985
AIC 61.5(51,5- 64,2 (60,5- 66,6 (58,8- 62,5 (47,1-
73,2) 85,7) 105,6) 92,6)

Datos expresados como media + EEM.
*p<0.05 vs ratas control

Efecto bradicardizante

La figura 31 muestra el curso temporal de los cambios de FC en animales control y con
sobrecarga de fructosa después de la administracion intravenosa de vehiculo o
carvedilol en una dosis de 1 o 3 mg/kg. La administracion del vehiculo no modificé la
FC en ninguno de los grupos experimentales (Figura 31). La respuesta cronotropica al
carvedilol no fue significativamente diferente comparando animales fructosa (Img/kg:
% de reduccion: -20,4+3,2%; n=8; 3 mg/kg: % de reduccion: -30,4+3,7%; n=8) con los
controles (1mg/kg: % de reduccion: -18,9+2,3%; n=8; 3 mg/kg: % de reduccion: -

24,8+1,5%; n= 8).
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Figura 31: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC, % de los valores basales),
después de la administracion intravenosa de vehiculo (simbolo negro) o carvedilol (simbolo abierto) en
dosis de 1 mg/kg o 3 mg/kg en ratas normotensas (circulos) y ratas fructosa (cuadrados). Cada punto
muestra la media = EEM de ocho ratas.

Para el analisis PK/PD se correlaciono el efecto bradicardizante con las concentraciones
de S-carvedilol, a través de un modelo PK/PD de compartimiento de efecto con la
ecuacion E.x sigmoideal. No se encontraron diferencias en la estimacion de E;x al
comparar ambos niveles de dosis en animales normotensos ¢ hipertensos (Tabla 16), lo
que sugiere que se alcanzo el rango farmacodinamico completo del efecto
bradicardizante de carvedilol bajo condiciones experimentales y la ecuacion Epy

sigmoideal es adecuada para la estimacion de parametros PK/PD. La respuesta
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cronotropica méaxima y la potencia de S-carvedilol fueron similares comparando las

ratas alimentadas con fructosa y ratas control (Tabla 16).

Tabla 16: Parametros PK/PD para el efecto cronotrépico de carvedilol en animales tratados con fructosa y
animales control después de la administracion intravenosa en dosis de 1 mg/kg o 3 mg/kg. CEsg:
Concentracion que corresponde a la mitad de la respuesta maxima, E,.,: respuesta maxima, y: coeficiente
de Hill, t5q: vida media de equilibrio entre el plasma y el compartimiento de efecto.

Grupo Control Fructosa
Dosis 1 mg/kg 3 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Epnax (%)
20,5£2,5 26,5%2,5 22,4434 31,1£3,6
CEsp(ng/ml) 630£110 670£150 720£90 840+150
Y 2,3+0,2 2,0+0,1 2,2+0,3 2,4+0,2
t1/2¢q (MiN) 5,2+1,5 3,2+1,0 4,5%1,2 2,1+0,8
r 0,957 0,938 0,905 0,945
AIC 62,9 (52,8~ 74,9 (62,5- 76,6 (55,8- 68,5 (47,1-
76,7) 89,7) 125,8) 93,4)

Datos expresados como media £+ EEM.

Efecto sobre la variabilidad de la presion arterial latido-a-latido

La administracion de carvedilol redujo significativamente la VPA en el dominio MBF y
BF en ambos grupos experimentales (Figura 32) sin afectar la variabilidad de AF. No se
hallaron diferencias significativas entre los grupos experimentales. La administracion de

vehiculo no modificé la VPA en ninguno de los grupos.
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Figura 32: Variabilidad de muy baja frecuencia (MBF) y de baja frecuencia (BF) en animales control y
ratas alimentadas con fructosa al inicio del estudio y después de 30 min de la administracion de
carvedilol. Cada barra muestra la media = EEM de ocho ratas. *p<0.05 vs valores basales.

La figura 33 muestra el curso temporal de la relacion BF/AF después de la
administracion de vehiculo o carvedilol en una dosis de 1 o 3 mg/kg en ratas control e
hipertensas por sobrecarga de fructosa. Mientras que la administracion del vehiculo no
modificd la relacion BF/AF (Figura 33), la administracion de carvedilol indujo una

reduccion similar de este parametro en ambos grupos experimentales (Figura 33).
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Figura 33: Curso temporal de los cambios en de la relacion BF/AF, expresada como% de los valores
basales, después de la administracion de carvedilol 1 mg/kg y 3 mg/kg (simbolos abiertos) o vehiculo
(simbolos negros) en ratas control (circulos) y fructosa (cuadrados). Cada punto muestra la media =+ EEM
de ocho ratas.

Para el analisis PK/PD se correlaciond el efecto sobre la actividad simpdtica vascular
con las concentraciones de carvedilol racémico a través de un modelo PK/PD de
inhibicion de respuesta fisioldgica indirecta. No se encontraron diferencias en Kj, y en
la estimacion de Clsy comparando ratas control y fructosa. La estimaciéon de los
parametros de PK/PD para el efecto de carvedilol en el tono vascular simpatico no
cambid con el incremento de la dosis en ninguno de los grupos experimentales. (Tabla

17).
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Tabla 17: Parametros PK/PD para la actividad simpatica vascular de carvedilol en animales control y con

sobrecarga de fructosa después de la administracién intravenosa en dosis de 1 mg/kg o 3 mg/kg. Clso:

Concentracion que corresponde a la mitad de la respuesta inhibitoria maxima, Kj,: constante de

produccion de la respuesta.

Grupo Control Fructosa
Dosis 1 mg/kg 3 mg/kg 1 mg/kg 3 mg/kg
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
K;, (min™) 32,4+7,8 28,9+5.,6 22,5+6,9 22,7442
Clso(ng/ml) 1.128+166 1.304%109 1.295%116 1.506+198
r’ 0,912 0,905 0,902 0,907
AIC 87,4 (77,7- 67,1 (55,2- 85,9 (74,2- 65,7 (25,5-94,9)
90,4) 80,9) 90,8)

Datos expresados como media + EEM.
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Farmacocinética del nebivolol

La figura 34 muestra el curso temporal de las concentraciones plasmaticas del /-
nebivolol y d-nebivolol en ratas control y alimentadas con fructosa después de la
administracion intravenosa del B-bloqueante. Una disminucion biexponencial de los
niveles plasmaticos compatible con un modelo de dos compartimentos farmacocinéticos
se encontrd en todos los experimentos después de la administraciéon de nebivolol en
dosis de 3 o 10 mg/kg. Los pardmetros farmacocinéticos resultantes se muestran en la
tabla 18. No se encontraron diferencias significativas en el Vdg ni en la constante O
cuando se compararon las ratas fructosa con el grupo control. Luego de la
administracion de la dosis mas alta, el Cl de ambos enantidmeros fue significativamente
menor en las ratas alimentadas con fructosa con respecto a los animales control (Tabla
18). En consecuencia, estos resultados impactaron directamente en la constante [3,
siendo la misma significativamente menor para ambos enantiomeros en el grupo
fructosa en comparacion con los animales control después de la aplicacion de la dosis de
10 mg/kg. El nebivolol mostr6 una farmacocinética enantioselectiva teniendo en cuenta
que el Cl y el Vdg del /-nebivolol fueron significativamente mayor en comparacion con
d-nebivolol en ambos grupos experimentales. Por ello, el AUC y la Cy,sx del d-nebivolol

fueron mayores a las del /-nebivolol (Tabla 18).
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Figura 34: Media de los valores de concentracion plasmatica de d- y I-nebivolol en funcion del tiempo en
ratas control (circulos) y animales fructosa (cuadrados) después de la administraciéon de 3 mg/kg
(simbolos abiertos) o 10 mg/kg (simbolos cerrados) de nebivolol. Cada punto muestra la media + EEM de
ocho ratas.
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Tabla 18: Parametros farmacocinéticos de 1-nebivolol y d- nebivolol obtenidos a partir de muestras de sangre arterial: ABC (4rea bajo la curva), a (constante de distribucion),
B (constante de eliminacion), CI (aclaramiento), Vdss (volumen de distribucion en equilibrio), Cmax (concentracion maxima extrapolada) en animales control y alimentados
con fructosa después de la administracion intravenosa del farmaco (3 mg/kg y 10 mg/kg).

Enantiomero d-nebivolol [-nebivolol
Grupo Control (n=16) Fructosa (n=16) Control (n=16) Fructosa (n=16)
Dosis 3 mg/kg 10mg/kg 3 mg/kg 10mg/kg 3 mg/kg 10mg/Kg 3 mg/kg 10mg/kg
a (b 10,127 10,604 11,8+0,9 9,9+1,5 13,9+0,8 14,0+1,7 13,4+1,5 12,8+1,3
B (h™) 0,94+0,20 0,54+0,13 0,79+0,12 0,29+0,05" 0,80+0,13 1.00£0,16 1,0420.24 0.48+0,11"
Vd (1) 1,940,3 6,5+0,8" 1,8+0,3 9,6+2,0% 5,7%1,1° 9,440,9™ 52.+1,3% 13,3£2, 1
Cl (ml/min) 33,149,2 64,2+10,1" 19,1+2,8 38,3+13,6" 80,7+5,9° 170+£27,2% 86,4+8,8" 127,8+39,3%"
Cinax (ng/ml) 1.356+198 1.73643" 1.340+185 2.078813" 611x49° 860+109™ 1.169+88" 1.158+352%
AUCy., (ng.ml/h) 7284122 1.383+112" 1.456%345 2.468+758" 515+49° 913+71% 303+40° 1.3944663"
r 0.997 0.999 0.996 0.996 0.998 0.996 0.998 0.992
AIC 39,9 (22,6- 37,7 (24.6- 43,8 (28,9- 59,9 (46,8- 35,8 (33,2- 44,7 (21,0- 34,8 (32,6- 58,5 (31,6-
44.7) 48,6) 51,8) 81,6) 59,0 46,8) 44,5) 78,2)

Los datos se expresan como media + EEM. *p <0,05 vs 3 mg/kg; *p <0,05 vs ratas control; §p <0.05 vs d-nebivolol.
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Farmacodinamia del nebivolol

Efecto hipotensor

La figura 35 muestra la respuesta hipotensora del nebivolol en una dosis de 3 o 10
mg/kg en animales hipertensos por sobrecarga de fructosa y en ratas control. No se
encontraron diferencias en la PAM entre ambos grupos experimentales después de la
administracion del vehiculo. Tampoco se hallaron diferencias significativas en el efecto
hipotensor del nebivolol entre los grupos (Figura 35). La PAM no volvié a los valores
basales en ambos grupos a lo largo del experimento lo que demuestra la existencia de
una extensa respuesta antihipertensiva del nebivolol administrado de manera

intravenosa.
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Figura 35: Curso temporal de cambios en la presion arterial media (APAM, % de los valores de basales),
después de la administracion intravenosa de nebivolol 3 mg/kg o 10 mg/kg en ratas control (circulos) y
animales tratados con fructosa (cuadrados). Cada punto muestra la media = EEM de ocho ratas.

Efecto bradicardizante

La figura 36 muestra el curso temporal de los cambios en la FC en ratas control y
fructosa después de la administracion intravenosa del vehiculo o de nebivolol en una
dosis de 3 o 10 mg/kg. La administracion del vehiculo no modificé la FC en ninguno de
los grupos experimentales. El nebivolol indujo una reduccion de la FC dependiente de
la dosis en ambos grupos experimentales con recuperacion parcial de los valores
basales. Se observd, ademds, una menor eficacia en el efecto bradicardizante en

animales fructosa comparado con los animales control.
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Figura 36: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC % de los valores basales),
después de la administracion de nebivolol 3 y 10 mg/kg en ratas control (circulos) y animales tratados con
fructosa (cuadrados). Cada punto muestra la media = EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs ratas fructosa.
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Efectos sobre la variabilidad de la presion arterial de corto plazo

La administracion intravenosa del nebivolol redujo sensiblemente la VPA de corto

plazo tanto en animales control como en las ratas con sobrecarga de fructosa; esto se

observa claramente en la reduccion sostenida del DE de la presion arterial después de la
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administracion de ambas dosis del [B-bloqueante (Figura 37). No se encontraron
diferencias en la magnitud de la atenuacidn al comparar los dos grupos en la dosis de 3
mg/kg. Sin embargo, aparecen diferencias significativas al comparar el descenso del DE
en la dosis de 10 mg/kg, exhibiendo las ratas con sobrecarga de fructosa una mayor
disminucién de la VPA de corto plazo. Ademas, el aumento de la dosis de nebivolol de
3 mg/kg a 10 mg/kg produjo una mayor reduccion en los animales alimentados fructosa,
lo que sugiere la presencia de una relacidn concentracién-respuesta para los efectos de

nebivolol en la reducciéon de la VPA de corto plazo en este grupo experimental.
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Figura 37: Cambio en la variabilidad de la presion arterial de corto plazo (A DE, % del valor basal)
después de la administracion de nebivolol en dosis de 3 mg/kg y 10 mg/kg en ratas normotensas control
(circulos) y los animales fructosa (cuadrados). Cada punto muestra la media £ EEM de ocho ratas. * p
<0,05 vs ratas control.

Efectos sobre la variabilidad de la presion arterial latido-a-latido

La VPA latido-a-latido también se redujo por la administracion de nebivolol en ambos
grupos experimentales en los tres dominios de frecuencia. La figura 38 muestra la
atenuacion en los dominios de AF, BF y MBF entre los dos grupos experimentales tras
la administracion del farmaco, no habiéndose encontrado diferencias significativas en la

reduccion de dichos dominios en las dosis estudiadas.
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Figura 38: Dosis-respuesta de la VPA de muy baja frecuencia (MBF), de baja frecuencia (BF) y alta
frecuencia (AF), expresado como % de los valores de linea de base en ratas control (blanco) y animales
tratados con fructosa (negro) después de administracion de nebivolol a dosis de 3 mg/kg y 10 mg/kg.
Cada barra muestra la media = EEM de ocho ratas.

Sin embargo, no se encontré una reduccion significativa en el cociente BF/AF en

ninguno de los dos grupos experimentales, tanto en una como en otra dosis (Figura 39).
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Figura 39: Evolucion temporal de los cambios en la del cociente BF/AF, expresado en % de los valores
basales, después de la administracion de nebivolol 3 mg/kg v 10 mg/kg en animales control (circulos) y
tratados con fructosa cuadrados. Cada punto muestra la media + EEM de ocho ratas.

Comparacion de la respuesta cardiovascular de carvedilol y atenolol

Ademas de la evaluacion extensa de las propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas de carvedilol, otro objetivo de este trabajo fue la comparacion de la
respuesta cardiovascular entre el bloqueante de tercera generacion y el bloqueante

cardioselectivo atenolol en los tres modelos de hipertension experimental.

Animales L-NAME

En el modelo de hipertension por ingesta de L-NAME, la respuesta hipotensora de
carvedilol 1 o 5 mgkg fue marcadamente superior en comparacion con la
administracion de atenolol 10 mg/kg (Figura 40). En cambio, la respuesta
bradicardizante de carvedilol 1 o 5 mg/kg no fue estadisticamente diferente de la

observada luego de la aplicacion intravenosa de atenolol (Figura 41).
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Figura 40: Evolucion temporal de los cambios en la PAM (A PAM,% de los valores basales), después de
la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), carvedilol 1 mg/kg (cuadrados
blancos) o carvedilol 5 mg/kg (cuadrados negros) en ratas hipertensas L-NAME. Cada punto muestra la
media = EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs atenolol.
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Figura 41: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC, % de los valores basales),
después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), carvedilol 1 mg/kg
(cuadrados blancos) o carvedilol 5 mg/kg (cuadrados negros) en ratas L-NAME. Cada punto muestra la
media + EEM de ocho ratas.

En términos de reduccion de la VPA de corto plazo, si bien tanto atenolol como
carvedilol redujeron el DE del registro de presion arterial, la disminucion de este
parametro de la VPA fue significativamente superior con carvedilol, en ambas dosis,
respecto de atenolol 10 mg/kg (Figura 42). El analisis del curso temporal del cambio de

la relacion BF/AF evidencié ademas que la administracion intravenosa de atenolol 10
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mg/kg no modifica este pardmetro; en cambio, carvedilol 1 o 5 mg/kg redujo la razén

BF/AF respecto de los valores iniciales y de la respuesta del atenolol (Figura 43).
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Figura 42: Cambio en la variabilidad de la presion arterial de corto plazo (A DE, % del valor basal)
después de la administracion de carvedilol en dosis de 1 mg/kg y 5 mg/kg y atenolol en dosis de 10 mg/kg
en ratas L-NAME. * p <0,05 vs atenolol. Cada barra muestra la media + EEM de ocho ratas.
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Figura 43: Evolucion temporal de los cambios del cociente BF/AF, expresado en % de los valores
basales, después de la administracion de Carvedilol 1 mg/kg (cuadrado blanco) y 5 mg/kg (cuadrado
negro) y Atenolol 10 mg/kg (circulo blanco) en animales L-NAME. Cada punto muestra la media + EEM
de ocho ratas. * p <0,05 vs atenolol.

Animales SH

En el modelo de hipertension genética, la respuesta hipotensora de carvedilol 1 o 5
mg/kg fue también superior en comparacion con la administracion de atenolol 10 mg/kg
(Figura 44). En cambio, tal como sucedid6 con el grupo L-NAME, la respuesta
bradicardizante de carvedilol 1 o 5 mg/kg no fue estadisticamente diferente de la

observada luego de la aplicacion intravenosa de atenolol (Figura 45).
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Figura 44: Evolucién temporal de los cambios en la PAM (A PAM,% de los valores basales), después de
la administracion intravenosa de atenolol en dosis de 10 mg/kg en ratas hipertensas SH (circulos blancos)
y de carvedilol 1 mg/kg (cuadrados blancos) y 5 mg/kg (cuadrados negros). Cada punto muestra la media
+ EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs atenolol.
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Figura 45: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC,% de los valores basales),
después de la administracion intravenosa de atenolol (circulos) en dosis de 10 mg/kg en animales SH y de
carvedilol 1 mg/kg (cuadrados blancos) y 5 mg/kg (cuadrados negros). Cada punto muestra la media +
EEM de ocho ratas.

En cuanto a la comparacion en la reduccion de la VPA de corto plazo, tanto atenolol
como carvedilol redujeron el DE del registro de presion arterial, encontrdndose
diferencias significativas solamente en la dosis mas alta de carvedilol respecto de
atenolol 10 mg/kg (Figura 46). El andlisis del curso temporal del cambio de la razén

BF/AF evidenci6 que la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg no modifica
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este parametro; en cambio, al igual que en el grupo L-NAME, carvedilol 1 o 5 mg/kg

redujo la razoén BF/AF respecto de los valores iniciales (Figura 47).
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Figura 46: Cambio en la variabilidad de la presion arterial a corto plazo (ADE, % del valor basal) después
de la administracion de atenolol 10 mg/kg, carvedilol 1 mg/kg o carvedilol 5 mg/kg en ratas SH. Cada
barra muestra la media + EEM de ocho ratas.* p <0,05 vs atenolol.
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Figura 47: Evolucién temporal de los cambios del cociente BF/AF, expresado en % de los valores
basales, después de la administracion de carvedilol 1 mg/kg (cuadrado blanco), carvedilol 5 mg/kg
(cuadrado negro) o atenolol 10 mg/kg (circulo blanco) en animales SH. Cada punto muestra la media +
EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs atenolol

Animales Fructosa
Para el caso de los animales alimentados con fructosa, la respuesta hipotensora de

carvedilol 1 o 5 mg/kg fue superior en comparacion con la administraciéon de atenolol
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10 mg/kg (Figura 48). En cambio, no se hallaron diferencias en la respuesta

bradicardizante entre carvedilol 1 o 5 mg/kg y atenolol (Figura 49).
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Figura 48: Evolucion temporal de los cambios en la PAM (A PAM, % de los valores basales), después de
la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), carvedilol 1 mg/kg (cuadrados
blancos) o carvedilol 5 mg/kg (cuadrados negros) en ratas fructosa. Cada punto muestra la media + EEM
de ocho ratas. * p <0,05 vs atenolol
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Figura 49: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC, % de los valores basales),
después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), carvedilol 1 mg/kg
(cuadrados blancos) o carvedilol 5 mg/kg (cuadrados negros) en ratas fructosa. Cada punto muestra la
media + EEM de ocho ratas.

Al analizar el curso temporal del cambio de la razén BF/AF se evidencidé que el
carvedilol tanto en la dosis de 1 mg/kg como en la de 5 mg/kg reduce significativamente
este parametro; por el contrario, el atenolol no produce cambio alguno en la razén

BF/AF (Figura 50).
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Figura 50: Evolucion temporal de los cambios del cociente BF/AF, expresado en % de los valores
basales, después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), carvedilol 1
mg/kg (cuadrados blancos) o carvedilol 5 mg/kg (cuadrados negros) en ratas fructosa. Cada punto
muestra la media + EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs atenolol
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Comparacion de la respuesta cardiovascular de nebivolol y atenolol

Ademas de la descripcion de la farmacocinética enantioselectiva y de la
farmacodinamia de nebivolol, este trabajo se enfoc6 en la comparacion de la respuesta
cardiovascular entre este bloqueante [3-adrenérgico vasodilatador y el bloqueante

cardioselectivo atenolol en los tres modelos de hipertension experimental.

Animales L-NAME

En el modelo de hipertension por ingesta de L-NAME, la respuesta hipotensora de
nebivolol 3 o 10 mg/kg mostré una respuesta hipotensora superior a la inducida por
atenolol 10 mg/kg (Figura 51), tanto en los primeros 30 minutos como luego de 150
minutos (Figura 51). En cambio, la respuesta bradicardizante de nebivolol 3 o 10

mg/kg fue estadisticamente inferior a la registrada luego de la aplicacion intravenosa de

atenolol (Figura 52).
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Figura 51: Evolucion temporal de los cambios en la PAM (A PAM,% de los valores basales), después de
la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3 mg/kg (cuadrados
blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas L-NAME. Cada punto muestra la media +
EEM de ocho ratas.* p <0,05 vs atenolol
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Figura 52: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC, % de los valores basales),
después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3 mg/kg
(cuadrados blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas L-NAME. Cada punto muestra la
media = EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs nebivolol

Ademés de la mayor respuesta antihipertensiva, el nebivolol mostré una capacidad
superior de atenuar la VPA de corto plazo en comparacion con el atenolol en el modelo
de hipertension por ingesta de L-NAME. La reduccion del DE de la presion arterial fue
de solo -32,8+7,1% con atenolol 10 mg/kg en comparaciéon con -60,5+6,6% y -
73,243,6% con nebivolol 3 y 10 mg/kg, respectivamente (Figura 53). El andlisis del
curso temporal del cambio de la razon BF/AF evidencid que la administracion
intravenosa de atenolol 10 mg/kg no modifica este pardmetro. En cambio, nebivolol 3 o
10 mg/kg redujo la razén BF/AF respecto de los valores iniciales y de la respuesta del

atenolol (Figura 54).
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Figura 53: Cambio en la variabilidad de la presion arterial de corto plazo (A DE, % del valor basal)
después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3 mg/kg
(cuadrados blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas L-NAME. Cada punto muestra la
media = EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs atenolol
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Figura 54: Evolucion temporal de los cambios del cociente BF/AF, expresado en % de los valores
basales, después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3
mg/kg (cuadrados blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas L-NAME. Cada punto
muestra la media = EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs atenolol

Animales SH

En el modelo de hipertensién genética, la respuesta hipotensora de nebivolol 3 o 10
mg/kg mostrd una respuesta hipotensora superior a atenolol 10 mg/kg, tanto en los
primeros 30 minutos como luego de 150 minutos (Figura 55). Respecto del efecto
cronotropico, no se hallaron diferencias significativas entre ambos [-bloqueantes.

(Figura 56).
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Figura 55: Evolucion temporal de los cambios en la PAM (A PAM, % de los valores basales), después de
la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3 mg/kg (cuadrados
blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas SH. Cada punto muestra la media + EEM de
ocho ratas. * p <0,05 vs atenolol
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Figura 56: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC, % de los valores basales),
después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3 mg/kg
(cuadrados blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas SH. Cada punto muestra la media
+ EEM de ocho ratas.

Ademas de la mayor respuesta antihipertensiva, el nebivolol mostré una capacidad
superior para atenuar la VPA de corto plazo que el atenolol en el modelo de
hipertension genética, sobre todo en los primeros 30 minutos (Figura 57). El analisis del
curso temporal del cambio de la razon BF/AF evidenci6 una diferencia significativa
entre el atenolol y el nebivolol aunque més marcadamente en la dosis de 10 mg/kg del

nebivolol (Figura 58).
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Figura 57: Cambio en la variabilidad de la presion arterial de corto plazo (A DE, % del valor basal)
después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3 mg/kg
(cuadrados blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas SH. Cada punto muestra la media
+ EEM de ocho ratas.* p <0,05 vs atenolol
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Figura 58: Evolucién temporal de los cambios del cociente BF/AF, expresado en % de los valores
basales, después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3
mg/kg (cuadrados blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas SH. Cada punto muestra la
media = EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs atenolol

Animales Fructosa
En el modelo de hipertension por sobrecarga de fructosa, la respuesta hipotensora de
nebivolol 3 o 10 mg/kg no mostréd diferencias significativas al compararse con atenolol

10 mg/kg (Figura 59). Para la respuesta bradicardizante se observé una mayor actividad
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luego de la administracién intravenosa de atenolol en comparacion con nebivolol en

ambas dosis (Figura 60).
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Figura 59: Evolucion temporal de los cambios en la PAM (A PAM,% de los valores basales), después de
la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3 mg/kg (cuadrados
blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas fructosa. Cada punto muestra la media + EEM

de ocho ratas
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Figura 60: Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca (AFC, % de los valores basales),
después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3 mg/kg
(cuadrados blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas fructosa. Cada punto muestra la
media + EEM de ocho ratas.

En el caso de la VPA de corto plazo, evidenciada por el descenso del DE, tampoco se
observaron diferencias significativas al comparar al nebivolol en ambas dosis con el
atenolol (Figura 61). El analisis del curso temporal del cambio de la razon BF/AF
mostro una leve diferencia entre el atenolol y el nebivolol aunque solamente en la dosis

de 10 mg/kg del nebivolol (Figura 62).
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Figura 61: Cambio en la variabilidad de la presion arterial de corto plazo (A DE, % del valor basal)
después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3 mg/kg
(cuadrados blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas fructosa. Cada punto muestra la

media + EEM de ocho ratas.
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Figura 62: Evolucién temporal de los cambios del cociente BF/AF, expresado en % de los valores
basales, después de la administracion intravenosa de atenolol 10 mg/kg (circulos blancos), nebivolol 3
mg/kg (cuadrados blancos) o nebivolol 10 mg/kg (cuadrados negros) en ratas fructosa. Cada punto
muestra la media + EEM de ocho ratas. * p <0,05 vs atenolol
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DISCUSION

El objetivo del presente trabajo de tesis fue la evaluacion exhaustiva de las propiedades
farmacocinéticas y cardiovasculares de los [-bloqueantes de tercera generacion -
carvedilol y nebivolol- en diferentes modelos de hipertension experimental, con especial

énfasis en el efecto sobre la VPA.

Farmacocinética enantioselectiva de carvedilol y nebivolol

Las caracteristicas farmacocinéticas de los diferentes antihipertensivos han sido
escasamente evaluadas en los distintos modelos de hipertension experimental. Algunos
farmacos antihipertensivos, como los antagonistas AT, y los bloqueantes 3-adrenérgicos
lipofilicos, se eliminan por reacciones de oxidacion mediadas por el citocromo P450. Es
ampliamente conocida la existencia de numerosas isoenzimas de citocromo P450 que
tienen la capacidad de biotransformar un sinnimero de farmacos o sustancias
endogenas. Pese a que existen 30 isoenzimas descriptas, los farmacos se biotransforman
principalmente a través de las isoformas CYP 1A2, 2D6, 2C9, 2C19 y 3A4 (Wilkinson,
2001). Es aqui donde reside la importancia que reviste el conocimiento de la isoforma
particular involucrada en el metabolismo de un firmaco, ya que de esta manera se puede
predecir en qué situaciones estaria modificado el mismo. Existen algunas evidencias que
indican la presencia de alteraciones en la expresion del citocromo P450 en modelos
experimentales de hipertension arterial (Orellana y Guajardo, 2004). Por lo tanto, es de
interés el estudio de las posibles alteraciones farmacocinéticas de las drogas
antihipertensivas, ya que el conocimiento de las propiedades cinéticas en individuos
hipertensos permitiria una mejor caracterizacion farmacologica de estas drogas. Por otro

lado, dada la relacion existente entre los niveles plasmaticos y el efecto antihipertensivo,
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es de marcada relevancia el conocimiento de las posibles alteraciones en el perfil
farmacocinético de los agentes cardiovasculares. En trabajos previos realizados en
nuestro laboratorio hemos detectado alteraciones en el perfil farmacocinético de
metoprolol y de irbesartan en ratas SH y animales hipertensos por coartacion aortica,
respectivamente (Hocht y cols., 2006; Hocht y cols., 2004).

La farmacocinética del carvedilol se ha estudiado previamente en voluntarios sanos
(Phuong y cols., 2004; Zhou y Wood, 1995; Neugebauer y cols., 1990) y en ratas
normotensas (Fujimaki, 1992), estableciendo que este [-bloqueante presenta alta
extraccion hepatica y que los enantiomeros de carvedilol se metabolizan a través del
citocromo CYP2D6 y CYP1A2 y el citocromo CYP3A4 intestinal (Ishida, 2008).
Varios estudios han descripto la existencia de un perfil farmacocinético enantioselectivo
del carvedilol, teniendo en cuenta que S-carvedilol muestra mayor Vdg, Cl pre-
sistémico y eliminacion en relacion con R-carvedilol (Stahl y cols., 1993; Fujimaki,
1992; Di Verniero y cols., 2010). En concordancia con estos resultados, en todos los
grupos experimentales estudiados en el presente trabajo se obtuvieron valores mas altos
para Vds y Cl de S-carvedilol en comparacion con R-carvedilol. Estos hallazgos
establecen que el perfil farmacocinético enantioselectivo de carvedilol reportado
previamente en animales normotensos se mantiene en los diferentes modelos de
hipertension experimental.

La comparacion de los parametros farmacocinéticos de la dosis baja y alta de carvedilol
estableci6 la existencia de una cinética no lineal. Aunque estudios previos describieron
una farmacocinética lineal de carvedilol en ancianos después de la administracion oral
de 25-50 mg de la droga (Louis y cols., 1987), un efecto de primer paso saturable para
el carvedilol fue hallado en ratas después de una dosis elevada por via oral de racemato

(Stahl y cols., 1993). Nuestros resultados sugieren que después de la aplicacion de una
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dosis intravenosa unica en el intervalo de 1-5 mg/kg, S- y R-carvedilol muestran un
patron farmacocinético no lineal decreciente, tanto en animales control como en los
distintos grupos de animales hipertensos estudiados, principalmente como consecuencia
de un aumento del Vdg y del Cl. Como resultado de este comportamiento, los valores
hallados de Cn.x y AUC son menores a los esperados en todos los grupos
experimentales luego del aumento de la dosis. Teniendo en cuenta este comportamiento
no lineal, se ha planteado la hipdtesis de que la saturacion de proteinas plasmaticas
podria ser un factor involucrado en este patron. Con el fin de comprobar dicha hipoétesis,
se analizo la unidn a proteinas plasmaticas de diferentes concentraciones de carvedilol
(2-20 pg/ml) mediante la técnica de microdidlisis in vitro en un grupo de animales
hipertensos (L-NAME) y en ratas control normotensas. Como resultado se obtuvo que
la fraccion no unida del carvedilol aumento, en ambos grupos experimentales, a medida
que se incrementaron las concentraciones plasmaticas del mismo, situacion que podria
explicar, al menos parcialmente, la mayor distribucion tisular y eliminacion del farmaco
después de la administracion intravenosa de 5 mg/kg con respecto a la dosis mas baja.

Por ultimo, la comparaciéon de los parametros farmacocinéticos de carvedilol estimados
en animales normotensos e hipertensos establecio que el perfil cinético de los
enantiomeros R y S se ve afectado por el estado hipertensivo en los tres grupos
experimentales estudiados. Especificamente, se observd una disminucion en el Cl del
carvedilol en los grupos SH y L-NAME en comparacién con sus respectivos controles
normotensos y una reduccion del Vdg en el modelo por sobrecarga de fructosa
comparado con su grupo control. En el primer caso y aunque los mecanismos
implicados en este hallazgo no estan claros, teniendo en cuenta el hecho de que el
aclaramiento de carvedilol depende del flujo sanguineo hepatico (Verbeeck, 2008), se

podria sugerir la existencia de una menor perfusion hepatica en ratas SH y L-NAME en

| DISCUSION



Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas estereoselectivas de carvedilol y 2015
nebivolol en modelos de hipertension experimental —Farm. Facundo M Bertera

comparacion con los animales control después de la administracion de carvedilol. En
relacion a esto, Isanta (1987) también ha descripto un menor aclaramiento plasmatico de
diltiazem, un bloqueante de canales de calcio con alta extraccion hepatica (Isanta y
cols., 1987; Hocht y cols., 2010), en ratas SH con respecto a los animales normotensos
WKY. Sin embargo, se requiere de estudios complementarios con el fin de confirmar
dicha hipotesis.

En el caso del nebivolol, estudios farmacocinéticos previos realizados en humanos
establecieron que este bloqueante [-adrenérgico de tercera generacion presenta alta
extraccion hepatica y se metaboliza ampliamente por el citocromo P450 2D6 a su
metabolito activo hidroxilado (Gao y Vanhoutte, 2012). Al igual que el carvedilol, el
nebivolol presenta propiedades farmacocinéticas estereoselectivas. La biodisponibilidad
oral es influenciada por la enantioselectividad, considerando que el pico y el valle de las
concentraciones plasmaticas de d-nebivolol son superiores a las del /-nebivolol tanto en
administracion unica como en un régimen de dosis multiples (Lefebvre y cols., 2007).
Nuestros resultados concuerdan con los trabajos previos, ya que las concentraciones
plasmaticas méximas de d-nebivolol fueron mayores que las de /-nebivolol, después de
la administracion intravenosa del [3-bloqueante en todos los modelos experimentales. En
este contexto, el aclaramiento de /-nebivolol fue significativamente mayor que el de d-
nebivolol, resultando en la reduccion de las AUC del primero en animales normotensos
e hipertensos.

A diferencia de lo observado con carvedilol, solo se hallaron datos concordantes con
una farmacocinética no lineal del nebivolol en el grupo de animales hipertensos por
sobrecarga de fructosa, que mostré un claro incremento del Cl y del Vd al aumentar la
dosis estudiada. En el caso de los dos grupos hipertensos restantes, no fueron

observados cambios en dichos parametros farmacocinéticos.

| DISCUSION



Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas estereoselectivas de carvedilol y 2015
nebivolol en modelos de hipertension experimental —Farm. Facundo M Bertera

Por ultimo, de la comparacion de los parametros entre los diferentes modelos
experimentales, surge que la farmacocinética del nebivolol también se ve alterada en el
estado hipertensivo pero solo en los grupos con sobrecarga de fructosa y SH con
marcadas diferencias en el Cl del farmaco, no hallandose cambios significativos en el
grupo L-NAME. Como posible hipotesis de estos cambios en el Cl que se observan en
los animales hipertensos, podemos sugerir las mismas causas que las descritas
anteriormente para el carvedilol; es decir, una disminucién en el flujo sanguineo
hepatico (Verbeeck, 2008), que resultaria en una menor perfusion hepatica después de la

administracion de nebivolol.

Efecto hipotensor de carvedilol y nebivolol

El trabajo de tesis también se enfocd en la evaluacion del efecto hipotensor de
carvedilol y nebivolol en diferentes modelos experimentales con la finalidad de
establecer una posible relacion entre la concentracion plasmatica de los enantiomeros de
los bloqueantes [3-adrenérgicos y la respuesta cardiovascular. Ademas, se han
comparado las respuestas sobre la presion arterial y la FC entre carvedilol o nebivolol y
el bloqueante [-adrenérgico de segunda generacion atenolol para evaluar la posible
contribucion de las acciones farmacoldgicas adicionales en la respuesta cardiovascular
de los farmacos bajo estudio.

En los estudios de carvedilol, mediante la utilizacion de un modelo PK/PD con
compartimiento de efecto, se ha encontrado una relacion entre los niveles plasmaticos
del carvedilol racémico y la respuesta hipotensora en todos los grupos experimentales.
Andlisis previos de nuestro laboratorio y otros grupos de investigacion han
documentado una buena correlacion entre la concentracion plasmatica de diferentes

bloqueantes [B-adrenérgicos y el cambio en la presion arterial en modelos preclinicos y
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en humanos mediante el empleo del modelo PK/PD con compartimiento de efecto
(Hocht y cols., 2014). El andlisis PK/PD detectdé un incremento en la respuesta
hipotensora al carvedilol en animales hipertensos por administraciéon de L-NAME en
comparacion con sus controles. Tanto la potencia como la eficacia, representadas por la
CEsg y el Ensx respectivamente, fueron mayores en el grupo de animales hipertensos.
Para el caso de los animales SH, se observdé un marcado incremento en la eficacia
antihipertensiva del carvedilol en el grupo de animales hipertensos en comparacion con
los controles pero sin hallarse un aumento en la potencia de dicho efecto. Por ultimo,
para el grupo de animales con sobrecarga de fructosa también se observo un aumento de
la respuesta hipotensora al carvedilol en comparacion con las ratas control, aunque sélo
en la dosis mas alta, sin hallarse diferencias significativas en la potencia.

La superior eficacia antihipertensiva del carvedilol en los diferentes modelos
expertimentales de hipertension evaluados sugiere un compromiso del sistema nervioso
simpatico en el mantenimiento de la elevacion de la presion arterial inducida por
diferentes mecanismos patogénicos. Estos resultados se sustentan con hallazgos de otros
grupos de investigacion que establecieron la participacion del sistema nervioso
simpatico en el mantenimiento del estado hipertensivo en los distintos modelos
estudiados. Asi, en experimentos previos, los animales L-NAME evidenciaron mayor
actividad neuronal de eferencias simpaticas y mayor susceptibilidad al bloqueo
ganglionar en comparacion con animales normotensos (Augustyniak y cols., 2006;
Biancardi y cols., 2007). En ratas con sobrecarga de fructosa, la inhibicion del sistema
nervioso simpatico mediante la administracion de clonidina o la simpatectomia ha
demostrado prevenir el desarrollo del estado hipertensivo (Hwang y cols., 1987; Verma
y cols., 1999). Mas recientemente, Tran y cols. (2014) revelaron la existencia de una

elevacion en la concentracion sérica de catecolaminas en ratas con sobrecarga de
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fructosa y la capacidad del bloqueante a;-adrenérgico prazosin de prevenir la elevacion
de la presion arterial en este modelo experimental de sindrome metabdlico. Diferentes
estudios han establecido que la sobreactividad simpatica explica gran parte de la
elevacion de la presion arterial en el modelo genético de hipertension experimental
(Norman y Dzielak, 1986). En el mismo sentido, Yuan y cols. (2013) documentaron
mayor respuesta al bloqueo ganglionar, incremento de la actividad del nervio simpatico
cardiaco y elevacion de la concentracion plasmatica de noradrenalina en ratas SH en
comparacion con el grupo normotenso WKY.

Sin embargo, considerando las diferencias de respuesta entre los animales hipertensos y
los respectivos grupos controles normotensos, la importancia del sistema nervioso
simpatico vascular parece depender del modelo experimental. En este contexto, los
datos de los experimentos sugieren que el sistema nervioso simpatico presenta un papel
mas preponderante en el mantenimiento del estado hipertensivo en el modelo genético
de ratas SH y en animales L-NAME. En cambio, la participacion de este sistema parece
limitada en animales con sobrecarga de fructosa.

Con el fin de demostrar esta hipdtesis, se evalud el efecto del farmaco sobre la actividad
simpatica vascular mediante el andlisis espectral del registro continuo de la presion
arterial. Diferentes trabajos previos revisados por Strauss (2007) han establecido que la
identificacion de los componentes de frecuencia de la VPA latido-a-latido mediante el
analisis espectral puede proporcionar informacion sobre los mecanismos implicados en
la regulacion de la presion arterial. En este contexto, los péptidos del SRA, las
catecolaminas, el ON y la funcién vascular miogénica afectan a la VPA en el dominio
de MBF (Stauss, 2007). La variabilidad de BF en ratas se ve afectada por la modulacion
simpatica del tono vascular y endotelial derivada del ON (Stauss, 2007). Por otra parte,

el cociente BF/AF ha sido validado como un marcador de la actividad vascular
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simpatica en estudios preclinicos y clinicos (Souza y cols., 2008; Fazan y cols., 2008).
La variabilidad en el dominio AF estaria influenciada principalmente por los cambios en
el gasto cardiaco (Janssen y cols., 1995).

Al analizar los diferentes valores basales de la VPA en todos sus dominios se observo la
existencia de una mayor variabilidad en los dominios de MBF y BF en todos los grupos
hipertensos en comparacion con los respectivos controles normotensos, lo que sugiere
un compromiso de los diferentes sistemas enddgenos, incluyendo el SRA, ON y la
funcion vascular miogénica en la regulacion de la presion arterial. Ademas, al
observarse un aumento de la variabilidad de BF, se podria inferir que existe un
incremento en la actividad simpdatica vascular en el mantenimiento de la fase
hipertensiva inducida en todos los modelos estudiados. Por ultimo, al comparar el
cociente BF/AF en los distintos grupos experimentales con sus controles normotensos,
se observd un mayor valor del mismo para los animales hipertensos SH y L-NAME, no
habiéndose encontrado diferencias significativas en el grupo de animales hipertensos
por sobrecarga de fructosa. Estos hallazgos confirmarian la menor participacion del
sistema nervioso simpatico vascular en animales con sobrecarga de fructosa en
comparacion con las ratas SH y la hipertension inducida por ingesta de L-NAME.
Después de administrar carvedilol en las dos dosis estudiadas se observaron diversos
resultados en relacion al cambio de la VPA en los diferentes dominios de frecuencia.
Asi, si bien se detectd un descenso significativo de la VPA de MBF y BF en todos los
grupos después de la administracion de carvedilol, la reduccion de la VPA en estos
dominios fue mayor en los grupos L-NAME y SH en comparacion a sus respectivos
controles. En cambio, al comparar los resultados obtenidos para el grupo fructosa y su
grupo control, no se observaron diferencias significativas en la reduccion de la VPA en

ninguno de los dominios de frecuencia asi como tampoco en el cociente BF/AF. En el
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caso de los animales SH se observd también una marcada disminuciéon del cociente
BF/AF en los animales hipertensos en comparacion con su control después de la
administracion del (- bloqueante. Para el grupo L-NAME los resultados muestran una
mayor reduccion del cociente BF/AF en animales hipertensos en comparacion con
controles a expensas de la caida de la VPA de BF, ya que en este grupo experimental, el
carvedilol no produjo disminucion en la VPA de AF. Teniendo en cuenta la validez de
la relacion BF/AF como potencial marcador de la actividad vascular simpatica (Fazan y
cols., 2008; Souza y cols., 2008), en el presente trabajo se evalud el efecto de la
administracion de carvedilol en la relacion BF/AF mediante el modelado PK/PD en el
grupo hipertenso L-NAME vy fructosa y sus respectivos controles. Para el analisis
PK/PD se eligi6 un modelo de respuesta fisiologica indirecta inhibitoria, en el cual
partimos de la suposicion de que el carvedilol puede inhibir completamente la Kj, en
términos de tono vascular teniendo en cuenta que, en algunos experimentos, carvedilol
logra la supresion casi completa de la variabilidad BF. Estos resultados son similares a
los reportados por Ponchon (1997), que encontré que una dosis de prazosin subpresora
reduce la variabilidad de BF en 72-78%. Desde un punto de vista fisiolégico, como la
VPA de BF depende del tono simpatico, se espera que el bloqueo total de los receptores
o—adrenérgicos vasculares cause la supresion de la VPA de BF (Stauss, 2007; Ponchon
y Elghozi, 1997). En nuestro estudio se observd una buena relacion entre las
concentraciones plasmaticas de carvedilol racémicas y su efecto sobre la relacion
BF/AF, lo que sugiere que el modelado PK/PD con un modelo fisiolégico de respuesta
indirecta inhibitorio puede ser una herramienta Optima para la cuantificacién de los
efectos del farmaco sobre la actividad vascular simpatica. Teniendo en cuenta los
resultados descriptos anteriormente, se observaron resultados dispares al analizar ambos

grupos hipertensos y sus controles. Mientras que la Clsy de carvedilol fue
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significativamente menor en las ratas L-NAME que en su grupo control, sugiriendo una
mayor actividad simpaticolitica de carvedilol en los animales hipertensos, no se hallaron
cambios significativos en el analisis PK/PD para el grupo fructosa al compararlo con su
control.

En contraposicion a la rapida recuperacion de los valores iniciales de presion arterial
detectada en los experimentos con carvedilol, nebivolol ejerci6 una respuesta
hipotensora sostenida en todos los grupos experimentales, teniendo en cuenta que la
presion arterial no volvio a los valores basales durante todo el tiempo de duracion de los
experimentos. En realidad, el cambio temporal de la presion arterial inducido por la
administracion endovenosa de una dosis unica de nebivolol, se caracterizd por un rapido
efecto antihipertensivo inicial seguido de la normalizacion de la presion y el posterior
descenso tensional sostenido, patron que fue observado en todos los grupos
experimentales. Este tipo de respuesta hipotensora sostenida al nebivolol ha sido
descrita previamente por otros autores (Van de Water y cols., 1988). De acuerdo con
nuestros resultados, van de Water ha encontrado que la reduccién de la presion arterial
después de la administracion intraperitoneal de nebivolol en una dosis de 1,25 mg/kg en
animales SH despiertos fue maxima después de los 180 min de haber administrado el
farmaco. Este patron farmacodinamico de nebivolol contrasta con otros [3-bloqueantes
como carvedilol y atenolol. Varios mecanismos pueden contribuir a la eficacia
hipotensora sostenida de nebivolol, incluyendo la lenta velocidad de disociacién del
receptor y la generacion de metabolitos activos (Kuroedov y cols., 2004; Meier y cols.,
2004). En consonancia con estos hallazgos, estudios clinicos han establecido que la
toma oral de nebivolol una vez al dia mantiene un efecto antihipertensivo sostenido a lo

largo de 24 horas (Van Bortel y cols., 2008).
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Producto de la respuesta hipotensora sostenida del nebivolol, en el presente estudio no
encontramos una correlacion entre la respuesta cardiovascular inducida por nebivolol y
los niveles plasmaticos del bloqueante (-adrenérgico utilizando los modelos PK/PD
clasicos. Las explicaciones de la ausencia de una asociacion entre farmacocinética y
farmacodinamia del nebivolol son varias, entre ellas, como se menciono antes, la lenta
disociacion del receptor y la generaciéon de metabolitos que contribuyen en la accion
cardiovascular. Por otro lado, en el presente estudio tampoco encontramos una relacion
entre la dosis de nebivolol administrada y la magnitud de la respuesta hipotensora.
Inclusive, en animales SH se observd una accion hipotensora temprana inferior con la
administracion de la dosis mas alta de nebivolol con respecto a la administracion de la
dosis de 3 mg/kg. Este resultado paradojico puede ser explicado en base a los resultados
obtenidos por Van de Water (1988), quien documentdé una menor reduccién de la
resistencia vascular después de la aplicacion de dosis mas altas de nebivolol con
respecto a dosis mas bajas por mecanismos aun no dilucidados.

La comparacion de la respuesta hipotensora inducida por nebivolol en los modelos de
hipertension experimental respecto de los grupos controles normotensos establecid un
comportamiento diferente segin la etiologia del cuadro hipertensivo. Mientras que los
animales SH y el modelo por ingesta de L-NAME experimentaron un mayor descenso
inicial de la presion arterial con la administracion de nebivolol en comparacion con los
grupos controles, la respuesta hipotensora de este bloqueante [3-adrenérgico de tercera
generacion no se encontrd incrementada en el modelo por sobrecarga de fructosa. De
acuerdo al perfil farmacologico, la accion antihipertensiva del nebivolol dependeria
tanto de la reduccion del gasto cardiaco asociada al bloqueo selectivo del receptor ;-
adrenérgico como de la relajacion vascular provocada por el aumento de la

disponibilidad del ON. Sin embargo, estudios previos han establecido que nebivolol

| DISCUSION



Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas estereoselectivas de carvedilol y 2015
nebivolol en modelos de hipertension experimental —Farm. Facundo M Bertera

reduce la resistencia vascular periférica manteniendo el gasto cardiaco en pacientes con
hipertension arterial, sugiriendo que la acciéon vascular predomina por sobre el
mecanismo cardiaco en el efecto antihipertensivo de este B-bloqueante de tercera
generacion (Gao y Vanhoutte, 2012). Por lo tanto, los hallazgos del presente estudio
sugieren un compromiso del ON en el mantenimiento del estado hipertensivo en
animales con hipertension genética y en aquellos con tratamiento crénico con L-NAME.
Con la finalidad de esclarecer los mecanismos neurohumorales involucrados en la
mayor respuesta hipotensora de nebivolol en los modelos experimentales evaluados, se
ha comparado el efecto de la aplicacion de farmaco sobre los distintos dominios de
frecuencia de la VPA latido-a-latido. La administracion de nebivolol en las dos dosis de
trabajo indujo una reduccion significativa de la VPA en los dominios de MBF y BF en
todos los grupos experimentales, sin embargo solo se hallaron diferencias significativas
en la magnitud de dicha reduccion en los grupos SH y L-NAME en relacion a sus
respectivos controles. Estos resultados sugieren que, al menos en parte, el nebivolol
ejerce un mayor efecto hipotensor en estos animales hipertensos mediante el incremento
de la liberacion de ON. El andlisis del cociente BF/AF como marcador de la actividad
simpatica vascular establecio la existencia de una mayor reduccion de este parametro en
las ratas hipertensas SH y L-NAME en comparacion con sus respectivos grupos
controles normotensos, hallazgo que sugiere una mayor actividad simpaticolitica de
nebivolol en estos modelos. En su conjunto, estos resultados confirman la existencia de
una sobreactividad vascular simpatica, asi como un rol importante del ON en los grupos
hipertensos SH y L-NAME. Luego, pueden sugerir también que el incremento de la
eficacia antihipertensiva del nebivolol en estos grupos experimentales se deba, en algiin
punto, a la accién simpaticolitica y al incremento en la liberacion de ON. En

concordancia con esto, varios trabajos anteriores han descrito acciones simpaticoliticas
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de nebivolol que estan relacionadas con el aumento de la biodisponibilidad de ON
(Chiladakis y cols., 2004; Sacco y cols., 2005). Ademas Sacco (2005) ha encontrado
que la aplicacion central de nebivolol de forma aguda en el cerebro incrementa la
liberacion de ON, reduciendo de este modo la actividad del sistema nervioso simpatico.
Por el contrario, en el modelo por sobrecarga de fructosa no se hallaron diferencias en el
cambio de la VPA latido-a-latido en los diferentes dominios de frecuencia ni en el
cociente BF/AF con respecto al grupo normotenso. Estos resultados sugieren que la
eficacia del nebivolol en términos del aumento del ON derivado del endotelio y la
reduccion de la actividad simpatica vascular es similar en animales hipertensos con
sobrecarga de fructosa respecto de ratas normotensas, explicando la ausencia de

diferencias significativas en la reduccion de la PAM.

Efecto cronotropico de carvedilol y nebivolol

El presente estudio también se enfoc6 en la comparacion del efecto cronotropico de
carvedilol y nebivolol en los diferentes modelos experimentales de hipertension arterial.
Estudios de cohorte han demostrado que el incremento de la FC en reposo se asocia con
mayor riesgo de muerte por causa cardiovascular en pacientes con hipertension arterial
(Courand y Lantelme, 2014). Sin embargo, ensayos clinicos intervencionistas no han
podido demostrar al dia de hoy que la reduccion de la FC es beneficiosa en pacientes
hipertensos. En los estudios de carvedilol se ha observado una buena correlacion entre
los niveles plasmaticos del enantiomero —S del bloqueante [3-adrenérgico de tercera
generacion y la respuesta bradicardizante en los diferentes modelos experimentales. El
analisis PK/PD del efecto cronotropico del carvedilol en los distintos grupos
experimentales muestra respuestas dispares: por un lado se detect6é un incremento en la

eficacia en el grupo de ratas SH en comparacion con los animales control, sin
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observarse cambios en la potencia. Esto podria sugerir una sobreactivaciéon simpatica
cardiaca en dicho modelo de hipertension, aunque la FC basal no muestre cambios
significativos entre los animales control y los hipertensos. Es bien sabido que este es un
marcador con varias limitaciones de la actividad simpatica cardiaca (Grassi, 1998).
Estos resultados estdn de acuerdo con el hecho de que la liberacion de noradrenalina
cardiaca se incrementa en los animales SH con respecto a los controles WKY (Abboud
1982; Tsoporis y Leenen 1988; Adams, 1989). Ademas, en un trabajo anterior realizado
en nuestro laboratorio, mediante el uso de un modelado PK/PD hemos encontrado una
mayor eficacia para el efecto cronotropico del metoprolol en ratas SH, comparando con
animales control normotensos (Hocht y cols., 2006). Por el contrario, no se observaron
diferencias significativas en la eficacia ni en la potencia del efecto cronotropico del
carvedilol en los animales hipertensos con sobrecarga de fructosa y en el grupo
hipertenso por administracion de L-NAME, en comparacion con sus respectivos
controles. Para estos dos casos pareceria no existir una sobreactivacion simpatica
cardiaca. La ausencia de una mayor respuesta cronotrdpica en animales sometidos a
sobrecarga de fructosa esta de acuerdo con el hecho de que la reactividad in vitro de los
receptores [i-adrenérgicos atriales a la estimulacion con noradrenalina o a la inhibicion
con el agonista inverso metoprolol no se encuentra modificada en ratas con sobrecarga
de fructosa en comparacion con animales normotensos (Hocht y cols., 2008). En el
mismo sentido, el grupo de investigacion de Dos Santos y cols. (2010) no encontrd
diferencias en la actividad simpéatica cardiaca y el balance del tono simpdtico-vagal en
ratas tratadas con L-NAME durante 2-14 dias y el respectivo grupo control.

Al igual que los estudios con carvedilol, en el andlisis del efecto cronotropico del
nebivolol se obtuvieron resultados dispares en cuanto a la magnitud del efecto y la

diferencia entre los grupos hipertensos y sus controles. Asi, como observamos que no
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existen diferencias significativas en los grupos L-NAME y SH al compararlos con sus
respectivos controles, si las encontramos al comparar los animales hipertensos por
sobrecarga de fructosa con animales control. Llamativamente, Para este caso
observamos una reduccion del efecto bradicardizante del nebivolol en animales con
sobrecarga de fructosa respecto del grupo control. Si bien este hallazgo podria sugerir
una alteracion de la funcion del receptor [3;-cardiaco en este modelo experimental,
diversos estudios previos desestiman la existencia de una hiperactividad simpatica
cardiaca y alteraciones en el receptor B-adrenérgico en este modelo de sindrome

metabolico (Di Verniero y cols., 2008).

Efecto de carvedilol y nebivolol sobre la variabilidad de la presion

arterial a corto plazo

El presente trabajo también evalud6 los efectos agudos de carvedilol y nebivolol sobre el
DE del registro de la presion arterial como marcador de VPA de corto plazo en los
diferentes grupos experimentales. Hallazgos recientes han enfatizado en el papel de la
VPA en la morbilidad y mortalidad cardiovascular en sujetos normotensos e hipertensos
(Rothwell, 2011). La fluctuaciéon excesiva de la presion arterial juega un papel
importante en la progresion del dafio de 6rgano y en el desencadenamiento de eventos
vasculares, en particular accidentes cerebrovasculares (Rothwell, 2011). Por otra parte,
el aumento de VPA ha sido asociado con la hipertrofia ventricular izquierda en sujetos
normotensos (Schutte y cols., 2011). Teniendo en cuenta la contribucién de la VPA en
el desarrollo de eventos cardiovasculares, la reduccion de este pardmetro puede ser
considerado como una posible nueva diana en medicina cardiovascular (Schillaci y
cols., 2011). En comparaciéon con sus controles, todos los modelos experimentales de

hipertension mostraron valores basales de DE mas altos, lo que confirma que la VPA de
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corto plazo aumenta con los niveles de presion arterial. En el presente trabajo, la
administracion iv de carvedilol redujo drasticamente el DE del registro de la presion
arterial, tanto en grupos hipertensos como en controles, lo que sugiere que este [3-
bloqueante de tercera generacién no solo controla efectivamente la hipertension sino
también atenua la VPA de corto plazo.

Por su parte, la administracion de nebivolol también redujo de manera notable el DE del
registro de la presion arterial en todos los grupos experimentales, lo que nuevamente
sugiere que también este [3-bloqueante vasodilatador no solo logra controlar de manera
efectiva la elevacion de la presion arterial sino también atenua la VPA de corto plazo. El
presente estudio ha reportado diferencias significativas en la reduccion de la VPA a
corto plazo luego de la dosis mas alta en animales hipertensos. Especificamente, al
incrementar la dosis a 10 mg/kg se registré una mayor reduccion del DE en los animales
hipertensos, sobre todo en los grupos L-NAME y de sobrecarga de fructosa, respecto de
los controles normotensos.

Teniendo en cuenta la relacion directa entre el nivel de presion arterial y la magnitud de
la VPA a corto plazo, la reduccion de la VPA inducida por nebivolol y carvedilol podria
ser una consecuencia indirecta del efecto hipotensor. Sin embargo, varios hallazgos
establecen que la disminucion del DE promovida por los bloqueantes [3-adrenérgicos de
tercera generacion es independiente de la respuesta antihipertensiva. En primer lugar, en
el caso de nebivolol, a pesar de que la reduccion de la presion arterial evidencid un
patron bifasico con una normalizacion de la misma seguida de una reduccion sostenida
del nivel tensional, la disminucién del DE del registro de presion fue constante a lo
largo de las 3 horas de seguimiento. En segunda instancia, nuestro grupo de
investigacion ha evaluado la eficacia de diferentes antihipertensivos a dosis subpresoras

para establecer la independencia de la reduccion de la VPA respecto del efecto
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hipotensor en ratas con desnervacion sinoaortica (Bertera y cols., 2013). En este modelo
experimental, la aplicacion de una dosis baja de carvedilol 0.1 mg/kg o nebivolol 0.3
mg/kg indujo un marcado descenso de la VPA de corto plazo a pesar de mostrar escasos
efectos sobre la PAM. En igual sentido, en estudios previos hemos demostrado que
nebivolol 0.3 mg/kg en animales hipertensos por L-NAME y en ratas normotensas
induce una marcada reduccion del DE del registro de presion arterial a pesar de los
limitados efectos sobre el nivel de la misma (Figura 63). Aunque los mecanismos
implicados en los efectos beneficiosos de los [-bloqueantes de tercera generacion en la
reduccion de la VPA de corto plazo son desconocidos, la mejora de la funcion
endotelial mediada por carvedilol y nebivolol podria contribuir en su capacidad para

reducir las oscilaciones de la presion arterial (Bertera, 2013).
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Figura 63: Cambios en la presion arterial media (PAM) y en la variabilidad de la presion arterial de corto
plazo (DE) en animales L-NAME (barras negras) y controles (barras vacias) luego de la administracion
intravenosa de nebivolol en una dosis de 0.3 mg/ml. Cada barra muestra la media + EEM de ocho ratas.
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Comparacion de los efectos cardiovasculares de carvedilol y nebivolol

con atenolol

Como se comentd anteriormente, la experiencia clinica ha establecido que los
bloqueantes [-adrenérgicos no vasodilatadores, en especial atenolol, se asocian con
menor proteccion del paciente hipertenso contra el desarrollo de eventos
cardiovasculares y con un mayor riesgo de efectos adversos metabolicos. Dentro de las
posibles explicaciones de la menor cardioproteccion promovida por estos agentes se ha
postulado su incapacidad de reducir la presion arterial central y la VPA de corto y largo
plazo. Por otro lado, atenolol genera reduccion del flujo sanguineo muscular
favoreciendo el desarrollo de insulinorresistencia y la posible aparicion de diabetes
mellitus tipo 2 de nuevo diagnostico. Los nuevos bloqueantes [3-adrenérgicos con
acciones pleiotropicas, como carvedilol y nebivolol, presentan potencialmente un mejor
perfil farmacoldgico producto de su accion vasodilatadora. Por tal motivo, hemos
postulado que carvedilol y nebivolol son superiores a atenolol en cuanto a la reduccion
de los factores que contribuyen en el desarrollo del dafio de 6rgano blanco, como la
presion arterial central y la VPA a corto plazo.

Con el objetivo de comprobar esta hipdtesis se analizaron los efectos antihipertensivos,
cronotropicos, de disminuciéon de VPA de corto plazo y de la actividad simpatica,
(reflejada en la razon BF/AF), de carvedilol, nebivolol y atenolol, en los modelos de
hipertension experimental estudiados. En el caso del carvedilol, en los tres modelos de
hipertension se observa claramente que el efecto hipotensor del mismo es mayor
comparado con la respuesta obtenida con atenolol. En cambio, diferentes resultados se
obtuvieron al estudiar el efecto cronotropico. El efecto bradicardizante registrado luego
de la administracion intravenosa de carvedilol fue comparable al alcanzado con

atenolol. El mayor efecto hipotensor alcanzado con carvedilol sugiere una eficacia
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superior en el control de la presion arterial central respecto al atenolol. En el presente
trabajo se ha cuantificado la presion arterial directa a nivel carotideo, la cual es
considerada conjuntamente con la presion arterial adrtica como pardmetro de la presion
arterial central (Trudeau, 2014). Es importante tener en cuenta que la presion arterial
carotidea representa el nivel tensional al cual esta expuesto el cerebro, 6rgano blanco de
la hipertension arterial. Hallazgos del estudio The Conduit Artery Function Evaluation
(CAFE) han dejado en claro que el tratamiento antihipertensivo con atenolol es menos
efectivo que la toma oral de amlodipina en la reduccion de la presion arterial central en
pacientes hipertensos, lo que explicaria su menor capacidad de prevenir el accidente
cerebrovascular en la poblacion anciana. La mayor eficacia del carvedilol en la
reduccion de la presion arterial central se explica por efecto vasodilatador mediado por
el antagonismo O-adrenérgico. Los hallazgos experimentales obtenidos en los diferentes
modelos de hipertension confirman en cierta medida la superioridad clinica de
carvedilol respecto de atenolol. Un estudio clinico retrospectivo realizado sobre
pacientes con hipertension arterial establecid que la toma oral de carvedilol o nebivolol
reducen la presion arterial central en comparacion con el tratamiento con atenolol, a
pesar de ejercer una disminucion similar de la presion arterial periférica (Polonia y
cols., 2010).

El andlisis del cambio en el DE del registro continuo de presion arterial establecio,
ademas, que carvedilol atenua en mayor medida la VPA de corto plazo en comparacion
con el atenolol en ratas L-NAME y en animales SH. La mayor eficacia de carvedilol
sobre atenolol en términos de control de la VPA no estaria relacionada con la reduccion
superior de la presion arterial central. Esta afirmacion se fundamenta por el hecho de
que en animales con desnervacion sinoadrtica, el incremento de la reduccion de la VPA

a corto plazo con carvedilol fue notorio inclusive luego de la administracion de dosis
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subdepresoras (Bertera y cols., 2013). Al dia de hoy no se cuenta con estudios clinicos
que se hayan enfocado en la comparacién del efecto del tratamiento cronico con
carvedilol o atenolol sobre la VPA de corto o largo plazo.

Finalmente, la evaluacion de los cambios en el cociente BF/AF ha establecido que la
aplicacion endovenosa de carvedilol promueve una mayor reduccion de la
sobreactividad simpética vascular que el tratamiento con atenolol en los tres modelos
experimentales de hipertension estudiados. La marcada diferencia en este efecto
vascular se explica por el bloqueo de receptores O-adrenérgicos propio del carvedilol.
Este resultado confirmaria que la actividad simpaticolitica de carvedilol representa un
potencial mecanismo de accion involucrado en las mejores propiedades hemodinamicas
en términos de reduccion de la presion arterial central respecto de [-bloqueantes
cardioselectivos sin actividad vascular.

La comparacion directa de los efectos cardiovasculares de nebivolol y atenolol
establecié una mayor reduccion de la presion arterial carotidea con nebivolol respecto
de atenolol en los animales L-NAME y SH, sin diferencias significativas en el modelo
por sobrecarga de fructosa. Estos resultados confirman la importancia de la accion
vasodilatadora de los bloqueantes [3-adrenérgicos de tercera generacion en la atenuacion
de la presion arterial central. En concordancia con nuestros hallazgos, estudios clinicos
comparativos han demostrado la superioridad de nebivolol por sobre bloqueantes [3-
adrenérgicos convencionales en la disminucion de la presion arterial central en
pacientes hipertensos. En este contexto, Kampus y cols. (2011) llevaron a cabo un
ensayo de disefio aleatorio y doble ciego sobre 80 pacientes hipertensos que recibieron
nebivolol 5 mg o metoprolol 50-100 mg durante 1 afio. Aunque ambos tratamientos
fueron equivalentes en términos de reduccion de la presion arterial periférica y de la FC,

los pacientes asignados a nebivolol se beneficiaron de una reduccién de la presion
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arterial central sistolica y diastdlica y del espesor de la pared del ventriculo izquierdo
(Kampus y cols., 2011). Estos hallazgos establecen que, producto de sus propiedades
vasodilatadoras, el tratamiento con nebivolol ofrece beneficios superiores en
comparacion con bloqueantes 3-adrenérgicos convencionales en la reduccion del dafio
de 6rgano blanco asociado a la hipertension arterial.

El andlisis de la respuesta bradicardizante evidenci6 la ausencia de diferencias
significativas en el descenso de la FC generado por ambos bloqueantes [3-adrenérgicos
en ratas SH, mientras que la respuesta bradicardizante de nebivolol fue inferior a la
inducida por atenolol en los modelos de hipertension inducidos por la toma oral de L-
NAME o fructosa. Una de las posibles explicaciones a la menor respuesta
bradicardizante inducida por nebivolol es su mayor cardioselectividad y, por ende, la
menor interaccion con receptores [3,-adrenérgicos en el nodo sinusal. En consonancia
con nuestros resultados, Dhakam y cols. (2008) demostraron que el tratamiento oral con
nebivolol se asocia con menor reduccion de la frecuencia cardiaca de pacientes con
hipertension sistolica aislada en comparacion con la toma oral de atenolol.

Los resultados en cuanto a la disminucion de la VPA de corto plazo demuestran que
nebivolol también presenta una mayor capacidad para reducir el DE del registro de
presion arterial en comparacion con atenolol, aunque so6lo en el caso de los animales
hipertensos por L-NAME se detect6 una diferencia significativa entre ambos farmacos.
La reduccion de la razon BF/AF es asimismo marcadamente superior luego de
administrar nebivolol en ambas dosis al compararse con atenolol en el modelo de
hipertension por ingesta de L-NAME. En el modelo SH la reduccidén es mayor aunque
principalmente al comparar al atenolol con el nebivolol en la dosis mas alta. Algo
similar sucede en el grupo hipertenso por sobrecarga de fructosa, donde la diferencia

significativa a favor del nebivolol en la relacion BF/AF se observa solamente con la
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dosis de 10mg/kg de nebivolol. Estos hallazgos establecen que nebivolol presenta una
importante accién simpaticolitica vascular, mientras que atenolol carece de la misma;
mecanismo que podria explicar la mayor reduccion de la presion arterial central
inducida por el B-bloqueante de tercera generacion.

En su conjunto, estos resultados establecen que los bloqueantes [3-adrenérgicos de
tercera generacion, a diferencia de atenolol, presentan efectos cardiovasculares
benéficos adicionales, entre ellos la reduccion de la presion arterial central y de la VPA
de corto plazo, que podrian resultar en una mayor protecciéon cardiovascular en la
hipertension arterial. Por otro lado, la capacidad de atenuar la presion arterial carotidea
y la VPA de corto plazo por parte de los bloqueantes [-adrenérgicos de tercera
generacion depende del modelo de hipertension experimental, siendo superior en las
ratas con hipertension inducida por L-NAME y en animales SH respecto al modelo por
sobrecarga de fructosa. En cuanto a las implicancias clinicas, los B-bloqueantes de
tercera generacion serian particularmente efectivos en la hipertension esencial y en
pacientes con disfuncion endotelial con efectos mds modestos en sujetos con sindrome
metabolico. Finalmente, es importante destacar que nuestros resultados sugieren que la
menor cardioproteccion generada por atenolol en comparacion con otros
antihipertensivos de primera linea no deberia ser extrapolada a los bloqueantes [3-
adrenérgicos de tercera generacion con accion vasodilatadora. En consonancia con esta
afirmacién, un estudio clinico comparativo establecid que el tratamiento con nebivolol
promueve una mayor reduccion del indice de masa del ventriculo izquierdo en
comparacion con ramipril, un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina
(Caglar y Dincer, 2011). Teniendo en cuenta la importancia, documentada en
numerosos trabajos, que reviste la reduccion de la VPA en lo que se refiere a la

disminucion de dafio de oOrgano blanco, tanto el carvedilol como el nebivolol se
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presentan como una alternativa por demas atractiva para el tratamiento de la

hipertension arterial.
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CONCLUSION

En este trabajo se propuso estudiar la relacion existente entre los niveles plasmaticos de
los enantiomeros del carvedilol y nebivolol y su respuesta antihipertensiva y
bradicardizante en diferentes modelos de hipertension arterial, entre ellos la rata SH, la
rata con sobrecarga de fructosa y animales hipertensos por administracion cronica de L-
NAME. Ademads, se analizaron los perfiles farmacocinéticos del carvedilol y el
nebivolol en los diferentes modelos de hipertension experimental y se estudiaron los
distintos componentes de la VPA en cada grupo con el fin de caracterizar la
participacion de los diferentes sistemas neurohormonales. Por ultimo, se compar6 la
eficacia de carvedilol y nebivolol contra atenolol en cuanto a la disminucion de VPA de
corto plazo, un marcador independiente del riesgo cardiovascular, y la VPA latido-a-
latido en los diferentes rangos de frecuencia.

Entre los objetivos alcanzados se ha demostrado, mediante la aplicacion de modelos
PK/PD, la existencia de una relacion entre los niveles plasmaticos del enantiomero -S
del carvedilol y la respuesta bradicardizante y entre las concentraciones séricas de
carvedilol racémico y el efecto hipotensor. En el caso del carvedilol se ha demostrado
ademas la existencia de una farmacocinética enantioselectiva en todos los modelos
estudiados. La respuesta antihipertensiva del carvedilol mostré una mayor eficacia en
los diferentes modelos de hipertension arterial, producto del incremento en la actividad
simpaticolitica vascular determinada a través del analisis espectral del registro de
presion arterial. Los estudios realizados también documentaron que el carvedilol es
altamente efectivo en la reduccion de la VPA de corto plazo, tanto en animales

normotensos como en los diferentes modelos de hipertension arterial. Dicha efectividad
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supera claramente a la del [-bloqueante de segunda generacion, atenolol. En la
evaluacion del nebivolol, los estudios realizados en los tres modelos de hipertension
experimental establecieron que este agente también se caracteriza por presentar cinética
enantioselectiva, la cual se encuentra afectada en la rata SH y en animales con
sobrecarga de fructosa. A diferencia del carvedilol no se ha demostrado una relacion
entre el nivel plasmatico de nebivolol con la respuesta antihipertensiva debido a la
respuesta hipotensora sostenida. Los modelos experimentales de hipertension
espontanea o por administracion cronica de L-NAME evidencian mayor respuesta
hipotensora al nebivolol en comparacion con animales normotensos producto a la mayor
accion vasodilatadora. En cambio, no se registraron cambios en el efecto hipotensor en
animales con sobrecarga de fructosa respecto del grupo control. Los experimentos
llevados a cabo en los tres modelos de hipertension experimental establecieron, ademas,
que el nebivolol es capaz de atenuar en forma altamente efectiva la VPA de corto plazo
tanto en animales normotensos como en ratas hipertensas. Al igual que en el caso del
carvedilol, el nebivolol también ha mostrado una eficacia mayor a la del atenolol para la

reduccion de la presion arterial central y de la VPA de corto plazo y latido- a-latido.
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PERSPECTIVAS

Los hallazgos del trabajo de tesis, en conjunto con evidencias clinicas recientes,
sugieren la importancia de un cambio en el concepto del papel de los bloqueantes [3-
adrenérgicos de tercera generacion en el tratamiento de la hipertension arterial no
complicada. Los B-bloqueantes representan un grupo farmacoldgico de relevancia en el
tratamiento de las enfermedades cardiovasculares, considerando sus acciones
antihipertensivas, antiisquémicas, antiarritmicas y cardioprotectoras. Sin embargo, a
partir de la evidencia de una menor eficacia en la prevencion de eventos
cardiovasculares mayores, en pacientes con hipertension arterial respecto de otros
antihipertensivos de primera linea, los [B-bloqueantes han quedado relegados en esta
indicacion. Las ultimas guias farmacoterapéuticas -JNC VIII y NICE- excluyen a este
grupo terapéutico dentro de los antihipertensivos para el inicio del tratamiento de la
hipertension arterial e inclusive tampoco recomiendan el agregado de [-bloqueantes en
pacientes con hipertension no controlada con un Unico antihipertensivo. Varias de las
recomendaciones incluidas en las guias farmacoterapéuticas se basan en gran medida en
los resultados obtenidos de estudios de meta-andlisis que compararan grupos
farmacoldgicos mas que en estudios clinicos comparativos. Estos andlisis, si bien deben
ser considerados validos, estan limitados por el hecho de que agrupan las evidencias
obtenidas de ensayos clinicos de diferentes farmacos dentro de un grupo terapéutico, los
cuales no necesariamente comparten las mismas acciones farmacolédgicas. En el caso de
los B-bloqueantes, las revisiones sistematicas que compararon la eficacia de este grupo
respecto de otras clases de antihipertensivos incluyeron en mayor proporcion ensayos

clinicos realizados con el atenolol.
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En este contexto, la evidencia clinica y los resultados de esta tesis sugieren que la
consideracion de [B-bloqueantes como un grupo farmacoldgico homogéneo en términos
de propiedades farmacoldgicas y beneficios clinicos representa probablemente un error
terapéutico. Los [-bloqueantes vasodilatadores de tercera generacion —carvedilol y
nebivolol- carecen de las limitaciones descriptas para el antagonista cardioselectivo
atenolol, entre ellas el desarrollo de insulinorresistencia, las alteraciones lipidicas y la
baja capacidad de reducir la presion arterial central y la VPA. En este ultimo punto, los
hallazgos de esta tesis han demostrado que tanto carvedilol como nebivolol son
marcadamente superiores al atenolol en cuanto a la reduccion de la presion arterial
carotidea y la VPA de corto plazo, en especial en los modelos experimentales de
hipertension esencial y disfuncion endotelial. La experiencia clinica ha establecido
ademas que los B-bloqueantes vasodilatadores de tercera generacion inducen un efecto
antihipertensivo similar a otros grupos de farmacos de primera linea y tienen un perfil
metabolico y de eventos adversos favorable (Kallistratos y cols., 2014).

Teniendo en cuenta este analisis, resulta primordial la realizacion de extensos estudios
clinicos que comparen la eficacia y seguridad de carvedilol y nebivolol respecto de
otros antihipertensivos de primera linea —bloqueantes calcicos e inhibidores del SRA-
en la prevencion de eventos cardiovasculares mayores en pacientes con hipertension
arterial no complicada. Tanto carvedilol como nebivolol fueron intensamente evaluados
en pacientes con insuficiencia cardiaca y los estudios clinicos que determinaron su
eficacia antihipertensiva son relativamente limitados en términos de cantidad de
pacientes incluidos y grupos comparadores. Dado que hoy en dia las decisiones
terapéuticas se sostienen en la medicina basada en la evidencia, es probable que los -

bloqueantes vasodilatadores de tercera generacion logren mayor consideracion en el
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tratamiento de la hipertension arterial solo a partir de la obtencion de resultados

favorables en ensayos clinicos comparativos.
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