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I ARTICULO ORIGINAL

Efectos cardioprotectores de implantes subcutaneos de liberaciéon
crénica de carvedilol en ratas espontaneamente hipertensas

Cardioprotective Effects of Chronic Release Formulations of Subcutaneous Implants of
Carvedilol in Spontaneously Hypertensive Rats

MIGUEL ANGEL ALLO™" 2%, YANINA SANTANDER PLANTAMURA'-2, EZEQUIEL BERNABEU? 3 ©, ELIANA BIN* ®, MARCELA MORETTONZ 3.,
ANDREA CARRANZA'“, DIEGO CHIAPPETTA? 3 CHRISTIAN HOCHT" 2

RESUMEN

Introduccién: En nuestro laboratorio hemos desarrollado implantes subcuténeos de carvedilol capaces de mantener niveles
plasmaticos sostenidos del B-bloqueante durante 3 semanas.

Objetivo: Evaluacion de la liberacion in vivo y la eficacia cardioprotectora de implantes subcutaneos de carvedilol desarrollados
con poliepsilon- caprolactona (PCL) y Soluplus (SP) en ratas espontaneamente hipertensas (REH).

Materiales y métodos: Se utilizaron 12 REH macho (250-300 g), a las cuales se coloc6é un implante subcutédneo cada 3 sema-
nas de PCL: SP 100:50 mg (control, n = 6) o carvedilol: PCL:SP (100mg:100mg:50mg) (carvedilol, n = 6). Se evalué el perfil
plasmatico y el efecto sobre la presion arterial sistélica (PAS) durante 62 dias. Al final del tratamiento, se realizaron deter-
minaciones ecocardiogréficas y la medicién de la PAS y. la presion arterial media (PAM) directas.

Resultados: El grupo que recibi6 el implante conteniendo 100 mg de carvedilol present6 concentraciones plasmaticas del far-
maco en el rango de 100- 500 ng/mL a lo largo de 62 dias de tratamiento, luego del cual la PAS fue 20 mmHg menor que en
el grupo control (217 + 3 mmHg vs. 237 = 6 mmHg; p <0,05). Las PAS y PAM directas fueron significativamente menores
el grupo tratado que en el control. El implante de carvedilol 100 mg redujo la variabilidad de la presién arterial (VPA) de
corto plazo en comparacién con el control. Parametros ecocardiograficos como la fracciéon de eyeccion del ventriculo izquierdo
(FEVD), fraccién de acortamiento, y relaciéon E/A fueron significativamente mayores en las ratas tratadas. El peso del VI fue
menor en las ratas que recibieron el implante con carvedilol.

Conclusién: Los implantes conteniendo CAR/PCL/SP (100:100:50) mg aportan niveles plasmaéticos terapéuticos de carvedilol
y estables durante el transcurso del tratamiento, los cuales se correlacionan con una disminucién significativa y sostenida
de los valores de PA indirecta. El tratamiento con los implantes de carvedilol logré atenuar los valores de PA directa y su
variabilidad en las REH. Se demostr6 que el tratamiento con los implantes ejercié un efecto cardioprotector evidenciado en
el ecocardiograma y por una reduccién de la hipertrofia ventricular izquierda.

Palabras claves: Carvedilol - Implantes subcutaneos - Presion arterial - Ecocardiografia

ABSTRACT

Background: In our laboratory, we have developed subcutaneous implants of carvedilol capable of maintaining stable concen-
trations of the p-blocker during 3 weeks.

Objective: The aim of this study was to evaluate the in vivo release and the cardioprotective efficacy of subcutaneous implants
of carvedilol developed with poly-epsilon-caprolactone (PCL) and Soluplus (SP) polymers in spontaneously hypertensive rats
(SHR).

Methods: Twelve spontaneously hypertensive male rats (250-300 g) underwent placement of subcutaneous implant of PCL:SP
100:50 mg (control group, n=6) or carvedilol: PCL:SP (100mg:100mg:50mg) (carvedilol group, n=6), every 3 weeks. The plasma
profile of each implant and its effect on systolic blood pressure (SBP) was evaluated for 62 days. At the end of treatment,
echocardiographic parameters were determined, and direct SBP and direct mean arterial pressure (MAP) were measured.
Results: The group that received the implant containing 100 mg of carvedilol presented plasma concentrations of the drug in
the range of 100- 500 ng/mL throughout 62 days of treatment, after which the SBP was 20 mmHg lower than in the control
group (217+3 mm Hg vs. 2376 mm Hg; p <0.05). Direct SBP and MAP were significantly lower in the treated group than
in the control group. The implant loaded with carvedilol 100 mg reduced short-term blood pressure variability (BPV) in SHR
compared with the control group. Echocardiographic parameters as left ventricular ejection fraction (LVEF), shortening fraction
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and E/A ratio were significantly greater in treated rats. Left ventricular weight was lower in the rats with carvedilol implant.
Conclusion: Implants containing CAR/PCL/SP (100:100:50) mg provide therapeutic and stable plasma levels of carvedilol
during treatment, which correlate with a significant and sustained decrease in indirect BP values. Treatment with carvedilol
implants attenuated dirct BP values and blood pressure variability in SHR. Treatment with implant produced cardioprotec-
tive effects evidenced in the echocardiogram by a reduction in left ventricular hypertrophy.

Key words: Carvedilol - Subcutaneous implants - Blood pressure - Echocardiography

INTRODUCCION

La hipertensién arterial (HTA) representa la principal
causa de muerte en el mundo, y es el principal factor
de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovas-
culares. (1) La prevencién de eventos cardiovasculares
asociados a la HTA no solo requiere de la reduccion
efectiva de la presién arterial (PA) periférica o braquial,
sino también de la atenuacién de la PA central y la
variabilidad de la presién arterial (VPA) a lo largo de
las 24 horas. (2-5) Asi, resulta esencial que la terapia
antihipertensiva asegure un control persistente de
la PA durante todo el dia, de modo tal de atenuar el
incremento matinal de la misma. (6)

La actualizacion de las dltimas guias clinicas in-
ternacionales en el manejo de la HTA ha dejado de
recomendar el tratamiento con B-bloqueantes en la
HTA no complicada. (7) Sin embargo, los B-bloqueantes
representan un grupo terapéutico heterogéneo que
incluye agentes de tercera generacién que presentan
un mejor perfil hemodinamico y metabélico en com-
paracién con PB-bloqueantes convencionales, como el
atenolol. (8) Entre ellos, el carvedilol se destaca por
ser un B-bloqueante no cardioselectivo, con accién
vasodilatadora secundaria al bloqueo al-adrenérgico
y acciones pleiotrépicas adicionales, como el efecto
antioxidante, antiinflamatorio y antiapoptotico. (9)

Una limitacién del carvedilol en el tratamiento de
la HTA es su baja biodisponibilidad oral y la rapida
eliminacién sistémica, caracteristicas que atentan
contra la reduccién sostenida de la PA y la VPA. En
este contexto, el carvedilol sufre un extenso efecto de
primer paso luego de su administracién oral que resulta
en una limitada biodisponibilidad oral (25%) y una vida
media de eliminacién de solo 2 horas. (10)

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se han
desarrollado diferentes formulaciones de carvedilol
con la finalidad de incrementar la biodisponibilidad
y prolongar la permanencia del B-bloqueante en el
organismo, entre ellas las nanoparticulas de carvedilol
utilizando quitosan o el polimero Eudragit® RS100.
(11,12) Si bien estas formulaciones han optimizado el
perfil farmacocinético del carvedilol, su impacto sobre
el control de las variables hemodindmicas y la preven-
cién del dano de 6rgano blanco no ha sido evaluado.
(11,12) En un trabajo previo, hemos desarrollado y
evaluado implantes subcutaneos de carvedilol que
incluyeron diferentes proporciones de los polimeros
SoluPlus (SP) y poliépsilon caprolactona (PCL). La
evaluacion farmacocinética-farmacodindmica de estas
formulaciones ha establecido quelos implantes que in-
cluyen una alta proporcién de SoluPlus aportan niveles
sostenidos decarvedilol que aseguran una reducciéon

constante de la presion arterial sistélica (PAS) de ratas
espontaneamente hipertensas (REH) durante al menos
2 semanas. (13)

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el objetivo
del presenta trabajo fue evaluar la liberacién in vivo y
la eficacia cardioprotectora de un implante subcutaneo
de carvediloldesarrollado con los polimeros PCL y SP
en REH.

MATERIAL Y METODOS

Implantes subcutaneos de carvedilol

Se prepararon implantes subcutdaneos de PCL: SP 100:50 mg
sin carga o con la inclusiénde 100 mg de carvedilol mediante
el método de compresién/fusién en molde. En la preparacion
de los implantes cargados con carvedilol, los polimerosy el
farmaco en polvo fueron mezclados en diferentes relaciones de
peso, se colocaron en un molde de acero inoxidable (didmetro
11 mm) para ser firmemente comprimidos con un punzdn,
calentados en un horno precalentado (70 °C, 1 hora) y com-
primidos (0,713 kg/cm?) durante todo el tratamiento térmico.
Los moldes fueron enfriados (4 °C, 30 minutos) y finalmente
las muestras se removieron para obtener implantes con forma
de disco (diametro 11 mm).

Animales

Se emplearon 12 REH macho (250-300 g) que fueron
entrenadas durante 2 semanaspara la medicion de la
presion arterial sistélica por el método indirecto de
tail-cuff de acuerdo a trabajos previos. (14) Se estimé
la PAS basal durante3 dias y se colocé, bajo anestesia
con ketamina/xilacina intraperitoneal 75/10 mg/kg, por
debajo delapiel en lazona posterior de labase del cuello,
un implante control con PCL:SP100:50 mg (n = 6) o
un implante de PCL 100:50 mg cargado con 100 mg de
carvedilol (n = 6) cada 3 semanas.

A lo largo de un seguimiento total de 62 dias se
realizo la determinacién periddica de la PAS indirecta
y la extraccién de 100 L de sangre venosa de la vena
lateral de la cola para la cuantificacién de niveles san-
guineos de carvedilol. La PAS indirecta fue registrada
mediante el método no invasivo de tail-cuff usando
un esfigmomanémetro acoplado a un poligrafo Grass
7C (Grass Instrument Co., Quincy, MA, USA) segin
descripto en trabajos previos. Durante la medicién, los
animales fueron acondicionados en un cuarto termosta-
tizado 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 separa-
das durante el mismo dia.

Los niveles plasmaéticos de carvedilol se cuantifica-
ron mediante la técnica de cromatografia liquida con
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deteccion fluorométrica a través de un método analitico
validado previamente en el laboratorio. (15)

En la dltima semana de tratamiento se realizaron
mediciones ecocardiograficas con un ecografo marca
Acuson Sequoia, modelo C512 equipado con un trans-
ductor de 7-14 MHz en ratas anestesiadas con mezcla
ketamina/xilazina. Cumplidos los 2 meses de segui-
miento, se canulé la arteria carétida y se conect6, 24
horas después, a un transductor de presién Spectramed
P23XL (Spectramed, Oxnard, CA, USA), acoplado a
un poligrafo Grass 79D (Grass Instruments, Quincy,
MA, USA) y a un convertidor digital (Polyview, PVA
1, Grass-Astro Med, West Warwick, RI USA). Se obtu-
vieron registros de la PA durante 2 horas, que fueron
analizados con el software Polyview 2.3 (Astro-Med,
West Warwick, RI, USA) estimandose la PAS, PA
diastdlica (PAD) y PA media (PAM), que por su sitio de
toma representa la PA central. La VPA de corto plazo
fue determinada mediante el calculo de la desviacion
estandar (DE) de registros de PAS de 3 minutos de
duracién. (14)

Finalizada la determinacién de los parametros
hemodinamicos, los animales fueron sacrificados con
guillotina extrayéndose el ventriculo izquierdo (VI)
para la evaluacion morfométrica del grado de hiper-
trofia mediante la estimacion de la relaciéon entre el
pesodel VI y el peso corporal utilizando una balanza
de precision. (14)

Analisis estadistico
La distribuciéon normal de los datos y las variables del estudio

se comprobaron mediantela prueba de Kolmogorov Smirnov.
Los datos se expresaron como media * error estdndar de la
media (EEM). La comparacién estadistica entre los grupos
de tratamiento fue realizada mediante ANOVA de una via
y la aplicacién del método de Tukey como test a posteriori
utilizando GraphPadPrism version 8.0 (GraphPad Software,
San Diego, California, USA). La significacién 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 “
(publicaciéon de NIH No. 85-3, Revision de 1985) yfueron
aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de laUniversidad de Buenos Aires (EXP-UBA
N° 0037832/2019).

RESULTADOS

Los diferentes implantes de carvedilol desarrollados
tenian forma de disco con didmetro aproximado de 11
mm. La colocacién 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 evaluacién. En el
grupo de REH con colocacion del implante de carve-
dilol 100 mg cada 3 semanas se registraron niveles
plasmaticos sostenidos del carvedilol a lo largo de 62
dias de seguimiento en el rango de 100-500 ng/mL
(Figura 1). La PAS indirecta fue significativamente
inferior en el grupo con implante de carvedilol 100

Concentracion carvedilol
(ng/mL)
H
o
T

Fig.1. Niveles plasmaticos de
carvedilol luego de la coloca-
cion del implante de carvedilol
100 mg en ratas REH. Cada
punto representa la media *
error estandar de la media .
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Las flechas indican el momento de colocacion del implante de carvedilol 100 mg
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mg en comparacién con REH controles con implante
PCL: SP sin carga (Figura 2). Asi, al final del segui-
miento, la PAS fue 20 mmHg inferior en ratas REH
con implante de carvedilol 100 mg respecto de aquellas
asignadas al implante control (217 + 3 mmHg vs. 237
+ 6 mmHg; p <0,05).

La medicion de la PA directa estableci6 una reduc-
cion significativa de la PAS y de la PAM en las REH con
implante de carvedilol 100 mg en comparacién con el
grupo control (Tabla 1). No se registraron diferencias
estadisticamente significativas en la PADentre ambos
grupos experimentales (Tabla 1). El analisis de la DE
del registro de la PA directa establecié que el implante
de carvedilol 100 mg redujo la VPA de corto plazo enlas
REH en comparacién con el implante control (Tabla 1).

El estudio ecocardiografico revelé que el tratamien-
to con el implante subcutédneo de carvedilol 100 mg
mejora la funcion sistélica y diastdlica en las REH en
comparacién con el implante control. Especificamente, el
grupo de animales tratados con el implante de carvedilol
documentaron mayor fraccién de eyeccién ventricular
izquierda (FEVI) y fraccién de acortamiento que el

grupo REH control (Tabla 2). El implante subcutaneo
de carvedilol se asocié ademas con una reducciéon del
tiempo de relajacién isovolumétrica y un incremento del
indice E/A (Tabla 2). A su vez, las REH tratadas con
el implante subcutdneo de carvedilol 100 mg durante 2
meses documentaron una reduccién del indice de masa
ventricular izquierda expresado como la relacién peso
del VI/peso corporal en comparacién con el grupo control
(2,99 + 0,15 mg/g vs. 3,40 + 0,05 mg/g; p <0,05).

DISCUSION

El presente estudio demostré que el desarrollo de im-
plantes subcutaneos de carvedilol 100 mg representa
una estrategia efectiva para el mantenimiento de ni-
veles estables del B-bloqueante en el largo plazo resul-
tando en una reduccion sostenida de la PAS periférica
y central en REH, y aporta efectos cardioprotectores
evidenciados por una mejoria de la funcién sistélica y
diastolica.

La prevencién efectiva del desarrollo del dano de
6rgano blanco asociado a la HTA requiere del control

Fig. 2. Cambio en la PAS indi-
recta de ratas REH luego de la 260 -
colocacion de implante control
o implante carvedilol 100 mg
— 240
o
I
£
E 220-
)]
5
200+
180T T T T 7T

-0- Implante control
-0 Implante carvedilol

-5 0 5 1015202530 35404550556065

Dias

*p <0,001 vs. implante control

Las flechas indican el momento de colocacién del implante.

PAS: presion arterial sistolica

Tabla 1. Parametros hemodi-
namicos obtenidos durante
la medicion de la PA directa

en REH con implante control PAS (mmHg)

o implante carvedilol 100 mg PAD (mmHg)
PAM (mmHg)
DE (mmHg)

Implante Control Implante carvedilol 100 mg Valor p
(n =6) (n=6)
176 £ 8 143 £ 11 <0,05
128 7 11111 NS
131+ 11 159 + 6 <0,05
7,10 £ 0,46 5,22 +0,17 <0,05

Los datos indican la media * error estandar de la media
PAS: presion arterial sistolica, PAD: presién arterial diastélica, PAM: presion arterial media, DE: desviaciéon estandar
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Tabla 2. Parametros ecocardiograficos de REH tratadas con implante control o implante carvedilol 100 mg

Parametro Implante control Implante carvedilol

ecocardiografico (n=6) 100 mg (n = 6)

Espesor de la pared anterior en diastole (mm) 1,78 £ 0,05 1,86 + 0,05 NS
Espesor de la pared anterior en sistole (mm) 2,55+0,18 2,68 0,12 NS
Espesor de la pared posterior en diastole (mm) 1,78 £0,11 1,84 £ 0,06 NS
Espesor de la pared posterior en sistole (mm) 2,38 £ 0,05 2,66 + 0,09 NS
Tiempo de relajacion isovolumétrica (mseg) 37,3+1,5 32,1+1,8 <0,05
Diametro de fin de diastole (mm) 7,60 £ 0,30 7,96 £ 0,33 NS
Diametro de fin de sistole (mm) 5,40 £ 0,34 5,00 £ 0,23 NS
Fraccién de eyeccion (%) 63,9 + 3,6 751 1,6 <0,05
Fraccién de acortamiento (%) 290+2,4 372+14 <0,05
Relacién de velocidades E/A 0,76 + 0,02 0,98 + 0,04 <0,05

Los datos indican la media * error estandar de la media

efectivo tanto de la PA central comode la variabilidad
sin la generacién de alteraciones metabdlicas adversas.
(8) La sobreactivacién del sistema nervioso simpatico
cumple un papel central en el desarrollo y el mante-
nimiento de la HTA, por lo que la modulacién de la
actividad simpatica exacerbada representa una meta
importante del tratamiento. (16) Inclusive, el incre-
mento de la actividad del sistema nervioso simpatico
representa el principal mecanismo fisiopatolégico
involucrado en el incremento matutino de la PA. (17)

A pesar de la reconocida importancia del sistema
nervioso simpatico en el desarrollo de la hipertensién,
los B-bloqueantes han dejado de recomendarse como
tratamiento de primera linea debido a la evidencia de
estudios clinicos que establecen un menor efecto cardio-
protector como resultado de sus limitados efectos sobre
la PA central yla VPA, y el desarrollo de efectos adversos
metabodlicos. (18- 20) 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 accién pleiotrépica,
como el carvedilol. (8, 21) Los resultados de estudios
clinicos y evaluaciones realizadas en modelos experi-
mentales de HT'A han establecido que el tratamiento
crénico con carvedilol es mas efectivo que el atenolol en
la reduccion de la PA central y de la VPA, propiedades
hemodinamicas que sugieren una mayor proteccion del
dano de 6rgano blanco asociado a la HTA. (8)

A pesar del mejor perfil hemodinamico de carve-
dilol, una limitacién de este B-bloqueante vasodilata-
dor es su rapida eliminacién sistémica que afecta su
capacidad de mantener una reduccién sostenida de
la PA durante 24 horas. (9) Una medida clinica que
cuantifica la cobertura terapéutica durante 24 horas
aportada por un agente antihipertensivo es la razén
valle:pico, que representa la relacion entre el descenso
maximo de la PA y la reduccién de la misma antes de

la administracion de la siguiente dosis. (6) Un mayor
indice valle:pico indica una duracién de accién mas
prolongada y asegura una cobertura terapéutica 6pti-
ma durante las primeras horas de la manana, periodo
del dia asociado con mayor incidencia de eventos
cardiovasculares mayores. (6, 17)

Estudios clinicos comparativos han demostrado
que agentes antihipertensivos con indicevalle:pico de
0,9 aseguran una mayor atenuacién del incremento
matinal de la PA en comparacién con aquellos con
relacién valle:pico en torno de 0,5. (22) En el caso del
carvedilol, la razén valle:pico de las formulaciones
comerciales de liberaciéon inmediata como aquella de
liberacion extendida es inferior a 0,8. (6)

Teniendo en cuenta estas limitaciones, en nuestro
laboratorio hemos desarrollado implantes subcutaneos
de carvedilol mediante el método de compresion/fusion
en moldecon los polimeros PCL y SP, que representan
dos de los principales excipientes utilizadosen el de-
sarrollo de formulaciones de liberaciéon prolongada.
(23,24) Dado que el PCL limitael acceso del medio
acuoso circundante al interior del implante y enlen-
tece la disolucién del farmaco, por lo que disminuye
la liberacién del mismo, se ha evaluado el agregado de
SP, un polimero anfifilico que mejora la solubilidad y
biodisponibilidad de numerosas drogas poco solubles.
(24) Asi, se halogrado la obtencién de un implante sub-
cutaneo de PCL:SP 100:50 mg que contiene carvedilol
100 mg, que, implantado cada 3 semanas, permite el
mantenimiento de niveles persistentes decarvedilol en
el rango de 100-500 ng/mL.

La evaluacion hemodinamica establecié que el
implante subcutaneo de carvedilol fue efectivo en la
reduccién de la PAS periférica y central, ademas de
la atenuacion de la VPA de corto plazo, parametros
hemodinamicos que contribuyen al dano de érgano
blanco asociado ala HTA. Estos hallazgos son similares
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alos obtenidos en nuestro laboratorio de manera previa
luego de la administracién oral crénica de carvedilol en
REH. (25) En otras palabras, el sostenimiento de nive-
les plasmaticos en el rango 100-500 ng/mL a lo largo
del tiempo con la colocacién de un implante subcuténeo
de carvedilol 100 mg aporta beneficios hemodindmicos
al menos equivalentes a la administracién oral diaria
cronica del B-bloqueante.

El implante subcutdneo de carvedilol gener6
ademas efectos cardioprotectores en las REH, eviden-
ciados por una reduccién de la hipertrofia ventricular
izquierda y una mejoriade la funcion sistélica y diasté-
lica en comparacion con el grupo control. En estudios
ecocardiograficos previos realizados en REH tratadas
cronicamente con carvedilol no hemos documentado
una mejoria de la funcién sistélica y diastélica en com-
paracién con REH sin tratamiento. (25) Estos hallazgos
sugeririan que el mantenimiento de niveles sostenidos
de carvedilol a partir de implantes subcutaneos seria
mas beneficioso en el mantenimiento de la funcién
sistdlica y diastdlica en REH en comparacién conla
administracién oral intermitente.

CONCLUSIONES

El desarrollo de un implante subcutdneo de
PCL:SP:carvedilol 100:50:100 mg permite mantener
niveles plasmaticos sostenidos del B-bloqueante en el
rango de 100-500 ng/mL y genera una reduccion de
la PAS periférica y central, ademas de la variabilidad
de cortoplazo. En comparacién con el grupo control,
el implante subcuténeo de carvedilol tuvo efecto car-
dioprotector, y previno la hipertrofia del ventriculo
izquierdo con una mejoria de la funcién sistélica y
diastélica en la REH.
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