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I ARTICULO ORIGINAL @

Desarrollo de implantes subcutaneos de liberacién controlada de
Carvedilol para la reduccidon sostenida de la presion arterial en
modelos experimentales de hipertension arterial

Development of Subcutaneous Implants of Controlled Release Formulations of Carvedilol for
Sustained Blood Pressure Reduction in Experimental Models of Hypertension

MIGUEL ANGEL ALLO?, CAMILA MELODY BOQUETE', MARCELA ANALIA MORETTON?%, LUCIANO PAROLA',
YANINA SANTANDER PLANTAMURA!, FACUNDO MARTIN BERTERA' 3, DIEGO ANDRES CHIAPPETTA2®, CHRISTIAN HOCHT" 3

RESUMEN

Objetivo: El objetivo del presente estudio fue el desarrollo y la evaluacién farmacocinética y farmacodinamica de la liberacion
in vivo de implantes subcutdneos de carvedilol capaces de aportar niveles tisulares estables en modelos experimentales de
hipertensién arterial.

La incorporacién del polimero hidrofilico SoluPlus (SP) en los implantes PCL:SP 150:150 y 50:250 favorece un incremento
de la liberaciéon de carvedilol dado que aporta concentraciones plasmaticas en el rango de 100-200 ng/mL durante 2 semanas,
lo que tiene como resultado una reduccién sostenida de la presién arterial sistélica indirecta en animales SHR.

Material y métodos: Se prepararon implantes subcutaneos de poli (epsilon-caprolactona) (PCL) con diferentes proporciones
del polimero hidrofilico SoluPlus (300:0; 250:50; 150:150 y 50:250 mg) cargados con 100 mg de carvedilol. Se evalu6 el perfil
plasmatico y el efecto sobre la presion arterial sistélica (PAS) luego del implante de cada formulacion en el tejido subcutaneo
de ratas espontaneamente hipertensas (REH) macho.

Resultados: Las formulaciones PCL:SP 50:250 y 150:150 aportaron niveles en el rango de 100-200 ng/mL. Las formulaciones
PCL:SP 250:50 y 300:0 aportaron concentraciones inferiores de carvedilol comprendidas en el rango de los 0-100 ng/mL durante
el transcurso del tratamiento. Los animales espontaneamente hipertensos tratados con PCL:SP 50:250 y 150:150 experimen-
taron un descenso significativo de la presion arterial sist6lica (PCL:SP 50:250: DPAS: -36,6 + 2,0 mmHg; PCL:SP150:150:
35,7 = 2,2 mmHg; p <0,05 vs. basal).

Conclusiones: La incorporacién del polimero hidrofilico SoluPlus en los implantes PCL:SP 150:150 y 50:250 favorece un incre-
mento de la liberacién de carvedilol, ya que aporta concentraciones plasmaticas del B-bloqueante que aseguran una reduccién
sostenida de la PAS indirecta en animales espontaneamente hipertensos.

Palabras claves: Carvedilol/administracién y dosificacion - Presion sanguinea - Preparaciones de accion retardada - Ratas

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was the development and pharmacokinetic/pharmacodynamic evaluation of the in vivo re-
lease of subcutaneous implants of carvedilol capable of providing stable tissue levels in experimental models of hypertension.
Methods: The subcutaneous implants were prepared with poly (epsilon-caprolactone) (PCL) and different proportions of the
SoluPlus (SP) hydrophilic polymer (300:0; 250:50; 150:150 and 50:250 mg) loaded with 100 mg carvedilol. The plasma profile
and the effect on systolic blood pressure (SBP) after subcutaneous implantation of each formulation was evaluated in male
spontaneously hypertensive rats (SHR).

Results: The PCL:SP 50:250 and 150:150 formulations provided levels ranging from 100 to 200 ng/mL and the PCL:SP 250:50
and 300:0 formulations provided lower concentrations of carvedilol ranging from 0 to 100 ng/mL during the treatment period.
Spontaneously hypertensive animals treated with the PCL:SP 50:250 y 150:150 implants presented a significant decrease in
SBP (PCL:SP 50:250: DPAS: -36.6 + 2.0 mm Hg; PCL:SP150:150: -35.7 = 2.2 mmHg; p <0.05 vs. baseline values)
Conclusions: The incorporation of the SoluPlus hydrophilic polymer in PC:SP 150:150 and 50:250 implants increases the
release of carvedilol, since it provides plasma concentrations ranging from 100 to 200 ng/ml, resulting in a sustained reduc-
tion of indirect SBP in SHR.

Key words: Carvedilol/administration & dosage - Nanoparticles/Therapeutics use - Delayed-Action Preparations - Blood Pressure - Rats
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Abreviaturas
AUC Area bajo la curva
PAS Presion arterial sistolica

PCL Poliepsilon-caprolactona

INTRODUCCION

La hipertensién arterial continda siendo la principal
causa de muerte en el mundo y representa el principal
factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. (1) En los dltimos anos, se ha esta-
blecido que la prevencién de eventos cardiovasculares
asociados a la hipertension arterial no solo requiere de
la reduccion efectiva de la presion arterial, sino también
de la atenuacion de la variabilidad de la presion arterial
a lo largo de las 24 h del dia. (2-5) Un aspecto central
de la terapia antihipertensiva es alcanzar y mantener
un control persistente de la presion arterial durante
24 h, de manera tal de asegurar la atenuacién de su
incremento matinal. (6)

El carvedilol se destaca por ser un p-bloqueante no
cardioselectivo con accién vasodilatadora secundaria al
bloqueo o, -adrenérgico y acciones pleiotrépicas adicio-
nales, entre ellas el efecto antioxidante, antiinflamato-
rio y antiapoptético. (7) En comparaciéon con agentes
B-bloqueantes convencionales, carvedilol ha demostrado
un mejor perfil hemodinamico y metabdlico. (8) Sin
embargo, una limitacién del carvedilol en el tratamiento
de la hipertensién arterial es su baja biodisponibilidad
oral y la rapida eliminacién sistémica, caracteristicas
que atentan contra la reduccién sostenida de la presion
arterial y la variabilidad de la presiéon arterial. En este
contexto, carvedilol sufre un extenso efecto de primer
paso luego de su administracion oral que tiene como
resultado una limitada biodisponibilidad oral (25%) y
una semivida de eliminacién de solo 2 h. (9)

Teniendo en cuenta estos antecedentes, diferentes
grupos de investigacién se han abocado al desarrollo
de diferentes formulaciones de carvedilol con la fina-
lidad de incrementar la biodisponibilidad y prolongar
la permanencia del B-bloqueante en el organismo. En
este contexto, se han desarrollado nanoparticulas de
carvedilol utilizando quitosan o el polimero Eudragit®
RS100. (10, 11) Estas formulaciones han demostrado
mejorar las caracteristicas farmacocinéticas, aunque
el impacto sobre el control de las variables hemodina-
micas y la prevencién del dano de 6rgano blanco no ha
sido evaluado. (10, 11) En nuestro laboratorio, hemos
desarrollado implantes subcutaneos de carvedilol
con el objetivo final de establecer la utilidad de estos
desarrollos farmacotécnicos en la optimizaciéon de la
prevencion del dafo de 6rgano blanco asociado a la
hipertensién experimental.

El objetivo del presente estudio fue el desarrollo y
la evaluacion farmacocinética/farmacodinamica de la
liberacién in vivo de diferentes implantes subcutaneos
de carvedilol en ratas espontaneamente hipertensas
(REH).

REH Ratas espontaneamente hipertensas
SP SoluPlus

MATERIAL Y METODOS

Implantes subcutaneos de carvedilol

Se prepararon implantes subcutdneos de poli (epsilon-
caprolactona) (PCL) con diferentes proporciones del polimero
hidrofilico SoluPlus (SP) (300:0; 250:50; 150:150 y 50:250
mg) cargados con 100 mg de carvedilol mediante el método
de compresion/fusién en molde. Para preparar los implantes
de PCL y SP cargados con carvedilol 100 mg, los polimeros
y el farmaco en polvo fueron mezclados en diferentes rela-
ciones de peso, se colocaron en un molde de acero inoxidable
(diametro 11 mm) para ser firmemente comprimidos con un
punzén, calentados en un horno precalentado (70 °C, 1 h)
para ser comprimidos (0,713 kg/cm?) durante todo el trata-
miento térmico. Luego, los moldes fueron enfriados (4 °C, 30
min) y, finalmente, las muestras se removieron para obtener
implantes con forma de disco (didmetro 11 mm).

Animales

Se emplearon ratas REH macho (200-220 g) que fueron en-
trenadas durante 2 semanas para la medicién de la presion
arterial sistdlica (PAS) por el método indirecto de tail-cuff des-
cripto anteriormente. (12) Luego de la estimacién de la PAS
basal durante 3 dias, se colocé, bajo anestesia con ketamina/
xilacina intraperitoneal 75/10 mg/kg, por debajo de la piel en
la zona posterior de la base del cuello, uno de los siguientes
implantes subcutédneos cargados con carvedilol: PCL:SP 300:0
(n = 5), PCL:SP 250:50 (n = 5), PCL:SP 150:150 (n = 5) y
PCL:SP 50:250 (n = 5). Durante las 2 semanas posteriores
a la colocacién del implante se determiné la PAS indirecta
y se realiz6 la extraccion diaria de 100 uL de sangre venosa
de la vena lateral de la cola para la cuantificacién de niveles
sanguineos de carvedilol.

La PAS indirecta fue registrada mediante el método no
invasivo de tail-cuff usando un esfingomanémetro acoplado
a un poligrafo Grass 7C (Grass Instrument Co., Quincy, MA,
EE.UU.). Durante la medicién, los animales fueron acondicio-
nados en un cuarto termostatizado durante 60 min y colocados
en un tubo especial de acrilico calentado a 37 = 1 °C. La PAS
indirecta fue calculada como el promedio de seis mediciones
separadas durante el mismo dia.

Los niveles plasmaticos de carvedilol se cuantificaron
mediante la técnica de cromatografia liquida con deteccién
fluorométrica utilizando un método analitico validado en el
laboratorio. (13)

Analisis farmacocinético

El analisis farmacocinético del curso temporal de los niveles
plasmaticos de carvedilol se llevé a cabo mediante la aplicacién
de un modelo no compartimental con eliminacién de primer
orden. Utilizando el software farmacocinético TOPFIT (ver-
sién 2.0, el Dr. Karl Thomae GmbH, Schering AG, Gédecke
AG, Alemania), se estimaron los parametros farmacocinéticos
area bajo la curva (AUC), concentraciéon plasmética maxima
(C, ), tiempo al cual se alcanza la C_, (t )y semivida de
eliminacién (t1/2).

Analisis estadistico

La distribuciéon normal de los datos y las variables del estudio
se comprobaron mediante la prueba de Kolmogorov Smirnov.
Los datos se expresaron como medias = EEM. La compara-
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cién estadistica entre los grupos de tratamiento fue realizada
mediante ANOVA de una via y la aplicacién del método de
Tukey como prueba a posteriori utilizando GraphPad Prism
versién 6.0 (GraphPad Software, San Diego, California, EE.
UU.). La significacion estadistica se definié como p <0,05.

Consideraciones éticas

Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con
los “Principios de cuidado de los animales de laboratorio”
(publicacién de NIH N° 85-3, Revisién de 1985) y fueron
aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires (EXP-UBA
N° 0037832/2019).

RESULTADOS

Los diferentes implantes de carvedilol desarrollados
presentaron una forma de disco con diametro de 11 mm
(Figura 1). La colocacion de los implantes de carvedilol
por debajo de la piel en la zona posterior de la base del
cuello fue exitosa en todos los casos sin evidenciarse

signos de dolor ni cambios en el comportamiento en los
animales durante el periodo de evaluacion.

Los diferentes tipos de implantes de carvedilol de-
sarrollados aportaron niveles relativamente estables
del B-bloqueante durante 2 semanas (Figura 2). Las
formulaciones PCL:SP 50:250 y 150:150 aportaron
niveles en el rango de 100-200 ng/mL durante la ma-
yor parte del periodo de seguimiento de 2 semanas
(Figura 2). En el dia 12 después de la colocacién del
implante, las concentraciones plasmaticas de carvedilol
fueron de 174 + 39 ng/mL y 113 *+ 20 ng/mL con los
implantes PCL:SP 50:250 y 150:150, respectivamente
(Figura 2). Las formulaciones PCL:SP 250:50 y 300:0
aportaron concentraciones inferiores de carvedilol en
el rango de los 0-100 ng/mL durante el transcurso del
tratamiento (Figura 2).

En la Tabla 1 se muestran los principales para-
metros farmacocinéticos de disposicion obtenidos del
analisis de los perfiles plasmaticos de carvedilol en

Fig. 1. Fotografia de un implan-
te subcutaneo de carvedilol
desarrollado en el laboratorio.

|

MM
cmW

lll'
= |

(il
1 e

-0- PCL:SP 300:0 (n=5)

O PCL:SP 250:50 (n=5)
-+ PCL:SP 150:150 (n=5)
- PCL:SP 50:250 (n=5)

Fig. 2. Niveles plasmaticos de
cglrvedﬂol !uego de Ia' coloca- 3 300-
cion de diferentes tipos de ©
implantes en ratas REH. Cada .% —_
. ® =
punto representa la media + £ g
EEM. @ 27200-
a=
5 ]
95
8 2 100-
=
£ ©
S o
@
o
S o
T
© 0 5

Tiempo (dias)




IMPLANTES SUBCUTANEOS DE CARVEDILOL / Miguel Angel Allo y cols.

129

los diferentes grupos experimentales. La formulacion
PCL:SP 50:250 se asoci6 con mayor C_. y AUC de
carvedilol en comparacién con los otros implantes es-
tudiados (Tabla 1). La biodisponibilidad de carvedilol
alcanzada luego de la colocacion del implante subcuta-
neo PCL:SP 150:150 fue superior a la documentada en
los grupos PCL:SP 250:50 y 300:0 (Tabla 1).

El seguimiento de la PA indirecta luego de la
colocacién del implante subcutédneo de carvedilol
documenté un descenso significativo de la PAS desde
el dia 3 hasta el dia 15 en los animales REH tratados
con PCL:SP 50:250 y PCL:SP 150:150 (Figura 3). En
cambio, aquellos grupos tratados con los implantes
PCL:SP 250:50 y PCL:SP 300:0 no experimentaron un
descenso significativo de la PAS indirecta en relaciéon
con los valores basales (Figura 3).

DISCUSION

En el presente estudio el desarrollo de implantes sub-
cutaneos de carvedilol mediante el uso de diferentes
proporciones de los polimeros PCL y SP ha demostrado
ser una estrategia farmacotécnica efectiva para el man-

t . (h) 200+ 6 120 £ 17
C,.. (ng/mL) 109 £ 7 112 £ 12
AUC (ug/mL.h) 17,2+0,4 14,5+ 0,5
s (h) 125 + 27 198 + 56

* p<0,05 vs. PCL 150:150
# p <0,05 vs. PCL:SP 250:50
& p <0,05 vs. PCL:SP 300:0

PCL:SP

150:150

208 + 28 168 + 35
168 + 13# 243 + 4*#&
35,1+ 1,5% 46,9 £ 0,1*#

129 + 37 91+5

tenimiento de niveles sostenidos de carvedilol durante
mas de 2 semanas. Los implantes que incluyeron una
mayor proporciéon de SP aportaron concentraciones
plasmaticas estables mas elevadas en comparacién con
las formulaciones PCL:SP 250:50 y PCL:SP 300:0, lo
que permite la reduccion sostenida de la PAS indirecta
en ratas REH.

La prevencion efectiva del desarrollo del dano de 6r-
gano blanco asociado a la hipertensién arterial requiere
del control efectivo tanto de la presiéon arterial central
como de la variabilidad sin la generacién de alteracio-
nes metabdlicas adversas. (8) La sobreactivaciéon del
sistema nervioso simpéatico cumple un papel central
en el desarrollo y el mantenimiento de la hipertensién
arterial, por lo que la modulacién de la actividad sim-
péatica exacerbada representa una meta importante del
tratamiento. (14) A pesar de la reconocida importancia
del sistema nervioso simpético en el desarrollo de la
hipertension, los B-bloqueantes han dejado de reco-
mendarse como tratamiento de primera linea debido
a la evidencia de estudios clinicos que establecen un
menor efecto cardioprotector como resultado de sus
limitados efectos sobre la presion arterial central y la

Tabla 1. Parametros farmaco-
cinéticos para las diferentes
formulaciones de carvedilol

Fig. 3. Cambio en la PAS indi-
recta de ratas REH luego de
la colocacion de diferentes
implantes subcutaneos con
carvedilol.
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variabilidad de la presion arterial, y el desarrollo de
efectos adversos metabdlicos. (15-17) Sin embargo,
estas limitaciones son propias de los B-bloqueantes
convencionales, en especial el atenolol, y no parecen
ser extrapolables a B-bloqueantes vasodilatadores con
accion pleiotrépica, como el carvedilol. (8) Los resul-
tados de estudios clinicos y evaluaciones realizadas en
modelos experimentales de hipertension arterial han
establecido que el tratamiento crénico con carvedilol
es més efectivo que el atenolol en la reduccién de la
presion arterial central y de la variabilidad de la presion
arterial, propiedades hemodinamicas que sugieren una
mayor proteccién del dano de érgano blanco asociado
a la hipertension arterial. (8)

A pesar del mejor perfil hemodinamico de carvedilol,
una limitacién de este B-bloqueante vasodilatador es su
rapida eliminacion sistémica que afecta su capacidad
de mantener una reducciéon sostenida de la presion
arterial durante 24 horas. (9) Una medida clinica
que cuantifica la cobertura terapéutica durante 24 h
aportada por un agente antihipertensivo es la razén
valle:pico, que representa la relacion entre el descenso
maximo de la presion arterial y su reduccién antes
de la administracién de la siguiente dosis. (6) Asi, un
mayor indice valle:pico indica una duracién de accién
mas prolongada que asegura una cobertura terapéutica
6ptima durante las primeras horas de la manana con
menor riesgo de eventos adversos. (6)

Si bien una razoén valle:pico en torno de 0,5 a 0,75
es aceptable, un indice mas cercano a 1 asegura el
mantenimiento del efecto antihipertensivo a lo largo de
todo el intervalo de dosis. (6) Estudios clinicos compa-
rativos han demostrado que agentes antihipertensivos
con indice valle:pico de 0,9 aseguran una mayor ate-
nuacién del incremento matinal de la presion arterial
en comparacién con aquellos con relaciéon valle:pico
en torno de 0,5. (18) En el caso del carvedilol, la razén
valle:pico de las formulaciones comerciales de libera-
cién inmediata como aquella de liberacion extendida
es inferior de 0,8. (6)

En este contexto, nos hemos planteado la necesidad
del desarrollo de formulaciones de liberacién prolon-
gada de carvedilol mediante el método de compresion/
fusién en molde del principio activo con polimeros. Los
polimeros PCL y SP representan dos de los principales
excipientes utilizados en el desarrollo de formulaciones
de liberacién prolongada. (19, 20) Dado que el PCL
limita el acceso del medio acuoso circundante al in-
terior del implante, lo que enlentece la disolucién del
farmaco y, por lo tanto, disminuye su liberacién, se ha
evaluado el impacto del reemplazo de una fraccion del
polimero por SP. El SP es un polimero anfifilico que
mejora la solubilidad y biodisponibilidad de numerosas
drogas poco solubles. (20) El agregado de este polimero
a la formulacién favorece el ingreso del solvente, ya
que acelera el proceso de liberacién, por lo que podria
esperarse un incremento de los niveles plasmaticos
de carvedilol de manera proporcional al aumento de
la proporcién de SP en el implante. En este contexto,

el analisis farmacocinético de los perfiles plasmaticos
de carvedilol de los diferentes grupos experimentales
establece que las formulaciones con mayor contenido
de SP (PCL:SP 50:250 y PCL:SP 150:150) aportan
concentraciones plasmaéticas significativamente mas
altas en comparacion con los implantes PCL:SP 250:50
y PCL:SP 300:0.

La evaluacién farmacodinamica de los diferentes
implantes subcutéaneos de carvedilol detecté una re-
duccioén significativa de la PAS indirecta en ratas REH
con colocacién del implante PCL:SP 50:250 o PCL:SP
150:150. Aunque preliminares estos hallazgos estable-
cen que el desarrollo de formulaciones de liberacion
sostenida de carvedilol que aseguren el mantenimiento
de niveles plasmaticos estables en el rango de 100-
200 ng/mL representaria una estrategia terapéutica
racional para la optimizaciéon del tratamiento de la
hipertension arterial experimental con carvedilol. Fu-
turos experimentos son necesarios para establecer si el
mantenimiento de una reduccién sostenida de la PAS
con implantes subcutaneos de carvedilol aporta una
mayor reduccién del dano de érgano blanco en ratas
REH en comparacién con formulaciones convenciona-
les de liberacion inmediata.

CONCLUSIONES

El desarrollo de implantes subcutdaneos de carvedilol
utilizando diferentes proporciones de los polimeros
PCLy SP permite la obtencién de formas farmacéuticas
que aseguran una liberacion sostenida del B-bloqueante
durante al menos 2 semanas. La incorporacion del po-
limero hidrofilico SP en los implantes PCL:SP 150:150
y 50:250 favorece un incremento de la liberacién de
carvedilol, dado que aporta concentraciones plasma-
ticas en el rango de 100-200 ng/ml, lo que tiene como
resultado una reduccién sostenida de la PAS indirecta
en animales REH.
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