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Perfil farmacocinético y farmacodinamico del nebivolol en un
modelo experimental de sindrome metabdlico
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RESUMEN

Con el objetivo en este estudio de evaluar los efectos cardiovasculares y la farmacocinética del nebivolol en ratas hipertensas por
sobrecarga de fructosa y en ratas control, se registraron los efectos de la administracién intravenosa de nebivolol, 3 mg/kg o 10
mg/kg, sobre la presion arterial, la frecuencia cardiaca y la variabilidad de la presion arterial a corto plazo y latido-a-latido, y se
evalu6 la farmacocinética enantioselectiva a partir del andlisis de la concentracién plasmaética de los enantiémeros d-nebivolol
y l-nebivolol. La variabilidad de la presién arterial a corto plazo y latido-a-latido se evalué mediante la desviacién estandar y
el analisis espectral del registro de la presion arterial, respectivamente. El estado hipertensivo alteré la farmacocinética del
nebivolol, evidenciado por una reduccién en el aclaramiento del nebivolol en el grupo fructosa respecto del grupo control luego
de la administracion de la dosis maés alta. El efecto antihipertensivo del nebivolol fue similar en ambos grupos, en tanto que
el efecto bradicardizante fue mayor en las ratas del grupo control. Aunque no se observaron diferencias significativas en la
variabilidad de la presion arterial latido-a-latido, la reduccién de la variabilidad de la presién arterial a corto plazo inducida
por el nebivolol fue significativamente superior en las ratas del grupo fructosa en comparacién con los animales normotensos
(-57,9% = 11,8% vs. -19,6% = 9,2%; p < 0,05). En conclusion, si bien el nebivolol reduce la presién arterial y la variabilidad
de la presion arterial en ambos grupos, no se encontraron diferencias significativas en las ratas con sobrecarga de fructosa en
cuanto a la farmacocinética y los efectos cardiovasculares, a excepcion de una eficacia bradicardizante menor y una reduccién
mayor de la variabilidad de la presion arterial a corto plazo.
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ABSTRACT

The cardiovascular and pharmacokinetic effects of nebivolol were evaluated in hypertensive fructose-fed and control rats,
analyzing the effect of intravenously administered nebivolol 3 or 10 mg/kg on blood pressure, heart rate, and short-term and
beat-to-beat blood pressure variability. The enantioselective pharmacokinetic profile of d- and I-nebivolol enantiomers was
evaluated. Short-term and beat-to-beat blood pressure variability was assessed using standard deviation and blood pressure
spectral analysis, respectively. The hypertensive state altered the pharmacokinetics of nebivolol, evidenced by reduction of
nebivolol clearance in the fructose group compared to the control group after administration of the highest dose. The antihy-
pertensive effect of nebivolol was similar in both groups, while the bradycardic effect was greater in control rats. Although
no significant differences were found in beat-to-beat blood pressure variability, short-term blood pressure variability showed
greater reduction after nebivolol administration in fructose-fed rats compared to control normotensive animals (-57.9%+11.8%
vs.-19.6%+9.2%; p<0.05). In conclusion, although nebivolol reduces blood pressure and blood pressure variability in both
groups, no significant differences were found in the pharmacokinetics and cardiovascular effects of fructose-fed rats, except
for lower bradycardic efficacy and greater reduction in short-term blood pressure variability.
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Abreviaturas

AF  Alta frecuencia NO Oxido nitrico

BF  Baja frecuencia PA Presion arterial

cl Aclaramiento sistémico PAM  Presion arterial media

DE  Desviacion estandar Vdee Volumen de distribucion en estado estacionario
FC  Frecuencia cardiaca VPA Variabilidad de la presion arterial

MBF Muy baja frecuencia
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INTRODUCCION

El sindrome metabdlico es un conjunto de factores de
indole metabdlica —resistencia a la insulina, obesidad
abdominal, hipertension arterial y anormalidades en
el perfil lipidico— que incrementan el riesgo cardiovas-
cular. (1) Sumado a estas alteraciones, en los dltimos
anos se ha descripto que el sindrome metabdlico y la
diabetes tipo 2 se asocian con alteraciones adversas en
la variabilidad de la presién arterial (VPA), un factor
de riesgo cardiovascular emergente. (2, 3) Aunque los
mecanismos fisiopatologicos en el sindrome metabdlico
son en gran parte desconocidos, el incremento en la
actividad simpatica parece cumplir un papel prepon-
derante en el desarrollo de varios componentes, entre
ellos la obesidad visceral, el aumento de la presién
arterial (PA) y la resistencia a la insulina. (4, 5)

La participacion de la sobreactividad simpatica en
los componentes del sindrome metabdlico sugiere que
los bloqueantes de receptores betaadrenérgicos serian
agentes antihipertensivos efectivos en el control de la
hipertensién arterial en pacientes con este trastorno.
Sin embargo, la mayoria de los betabloqueantes afectan
negativamente la sensibilidad a la insulina, el metabo-
lismo de los carbohidratos y los lipidos, resultando, por
lo tanto, no recomendables en pacientes hipertensos
con sindrome metabdlico. (6) Es importante destacar
que los efectos metabdlicos adversos no son compar-
tidos por todos los betabloqueantes. El nebivolol, un
agente betabloqueante de tercera generacién, esta
exento de efectos perjudiciales sobre el metabolismo de
los hidratos de carbono y sobre la sensibilidad a la insu-
lina y puede utilizarse en pacientes con prediabetes. (7)

El objetivo del presente trabajo fue la evaluacién
integral de la farmacocinética y las propiedades cardio-
vasculares in vivo del nebivolol en ratas con sobrecarga
de fructosa, un modelo experimental de sindrome
metabolico.

MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho (220-250 g). Los
experimentos con animales se realizaron de acuerdo con los
“Principios de cuidado de los animales de laboratorio” (pu-
blicacion de los NIH No. 85-3, Revisién de 1985). Las ratas
fueron divididas aleatoriamente en dos grupos: control (n =
18) con agua para beber durante 6 semanas y fructosa (n =
18) con solucién de fructosa (10% p/v) para beber durante
6 semanas. El desarrollo de las alteraciones metabdlicas
caracteristicas de la sobrecarga de fructosa se verifico luego
de 5 semanas mediante el anélisis de triglicéridos y glucemia
segun se describié en trabajos previos. (8)

Los animales fueron anestesiados con éter para la canu-
lacion de la arteria carétida izquierda y la vena femoral
izquierda. Las canulas se internalizan por debajo de la piel
saliendo al exterior en la parte posterior del cuello del ani-
mal. Los experimentos se realizaron en animales despiertos
24 horas después de la colocacién de las canulas. El dia del
experimento, la canula arterial se conect6 a un transductor
de presién Spectramed P23XL (Spectramed, Oxnard, CA,
USA), acoplado a un poligrafo Grass 79D (Grass Instruments,

Quincy, MA, USA). El poligrafo se conecté a un convertidor
digital (Polyview, PVA 1, Grass-Astro Med, West Warwick,
RI, USA), y los registros de PA se almacenaron y analizaron
con el software Polyview 2.3 (Astro Med, West Warwick, RI,
USA). La PA media (PAM) y la frecuencia cardiaca (FC) se
monitorizaron durante un intervalo de 60 minutos previo a la
administracion del farmaco. La PAM se calcul6 como la suma
de la presi6n diastélica y un tercio de la presién del pulso.

Luego de la determinacién del nivel basal de PA, se inyect6
por via intravenosa nebivolol 3 mg/kg (n = 6) o 10 mg/kg
(n = 6) o vehiculo (n = 6) durante 30 segundos. Después de
la administracion del nebivolol se realiz6 el registro continuo
de la PA durante 3 horas y se obtuvieron muestras de sangre
(100 wl) en los siguientes puntos de tiempo: 5, 10, 15, 30, 60,
90, 120 y 180 minutos.

La concentracién de ambos enantiémeros de nebivolol —d-
nebivolol y I-nebivolol- en las muestras plasmaéticas obtenidas
se cuantific6 por un método cromatografico enantioselectivo
descripto previamente. (9)

Estimacion de la variabilidad de la presion arterial

En el trabajo se cuantific6 el efecto de la administracién
intravenosa de nebivolol sobre la variabilidad latido-a-latido
y la variabilidad a corto plazo. La variabilidad latido-a-
latido se evalué mediante el analisis espectral de periodos
de 3 minutos del registro continuo de la PA obtenidos en
el periodo basal y durante tiempos regulares después de
la administraciéon de nebivolol. De acuerdo con trabajos
previos, (8, 10) el andlisis espectral de los datos se realiz6
con el algoritmo de la transformada rapida de Fourier con
una ventana de Hamming. Se calcularon las densidades
espectrales en el rango de muy baja frecuencia (MBF) (0,1-
0,2 Hz), baja frecuencia (BF) (0,2-0,7 Hz) y alta frecuencia
(AF) (0,7-2,5 Hz). Aunque es conocido que la variabilidad
de la BF se ve afectada por la modulacién simpatica del tono
vascular, se utilizé la relaciéon BF/AF como indice de dicha
actividad, ya que este procedimiento de normalizacion tiende
aminimizar el efecto de los cambios de los valores absolutos
de la variabilidad en la BF. (10, 11)

Analisis farmacocinético

El analisis farmacocinético de los enantiémeros se llevé a
cabo mediante la aplicacién de un modelo bicompartimental
con eliminacién de primer orden. Utilizando el software
farmacocinético TOPFIT (versién 2.0, el Dr. Karl Thomae
GmbH, Schering AG, Godecke AG, Alemania), se estimaron
los parametros farmacocinéticos area bajo la curva, aclara-
miento sistémico (Cl) y volumen de distribuciéon en estado
estacionario (Vdee). (12)

Analisis estadistico

La distribucién normal de los datos y las variables del estu-
dio se comprobaron con la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Los datos se expresaron como medias * error estandar de la
media. Los valores basales de los pardmetros cardiovascula-
res en ambos grupos se compararon con la prueba de la ¢ de
Student. El analisis estadistico de los efectos del nebivolol
sobre la PAM, la FC, la desviacién estandar (DE) y la rela-
cion BF/AF se realiz6 mediante el anélisis de dos vias de la
varianza (ANOVA) y la prueba de Bonferroni como prueba
post-hoc. Los parametros farmacocinéticos se transformaron
logaritmicamente para el analisis estadistico con el fin de
reducir la heterogeneidad de la varianza y realizar una pos-
terior comparacién con ANOVA de dos vias y la prueba de
Bonferroni como prueba post-hoc. Las pruebas estadisticas
se realizaron utilizando GraphPad Prism versién 5.02 para
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Windows (GraphPad Software, San Diego, California, CA). Se
defini6 significacién estadistica un valor de p < 0,05.

RESULTADOS

En comparacién con el grupo control (n = 18), los ani-
males con sobrecarga de fructosa (n = 18) mostraron
un incremento significativo de la glucemia (1,61 = 0,02
vs. 1,32 = 0,06 mg/ml; p < 0,05), la trigliceridemia
(1,01 = 0,08 vs. 0,49 = 0,05 mg/ml; p < 0,05), la PAM
(114 = 2 vs. 102 + 2 mm Hg; p < 0,05) y la DE de la
PAM (4,00 = 0,16 vs. 3,27 = 0,21; p < 0,05). Estos
hallazgos concuerdan con los perfiles metabdlicos y
hemodinamicos previamente comunicados en este
modelo experimental de sindrome metabélico. (8, 13)
En cambio, no se detectaron diferencias significativas
en los valores basales de la FC y los diferentes parame-
tros de variabilidad latido-a-latido entre ambos grupos
experimentales (datos no mostrados).

Los niveles plasméticos de ambos enantiémeros de
nebivolol mostraron una disminucién biexponencial
compatible con un modelo farmacocinético bicom-
partimental (Figura 1). El analisis farmacocinético
establecié que el nebivolol presenta un perfil farma-
cocinético lineal enantioselectivo, considerando que el
Cl y el Vdee del 1-nebivolol fueron significativamente
mayores en comparacioén con el d-nebivolol en ambos
grupos experimentales (datos no mostrados). La com-
paracion de los pardmetros farmacocinéticos entre los
modelos experimentales documenté que el Cl de ambos
enantiomeros es significativamente menor en el gru-
po fructosa (I-nebivolol: 127,8 = 39,3 ml/min, n = 6;
d-nebivolol: 38,3 = 13,6 ml/min, n = 6; p < 0,05 vs.
ratas control) respecto del control (I-nebivolol: 170 +
27,2 ml/min, n = 6; d-nebivolol: 64,2 + 10,1 ml/min,
n=6) luego de la administracién de la dosis mas alta.

La evaluacion de los efectos hemodinamicos de los
tratamientos establecié que el nebivolol racémico, en
ambos niveles de dosis, es capaz de reducir la FC, la
PAM y la DE de la PAM en ambos modelos experimen-
tales. La inyeccion de vehiculo no indujo efectos car-
diovasculares significativos tanto en animales control
como en el grupo fructosa. La inyeccién intravenosa
de nebivolol redujo de manera dependiente de la dosis
la FC en ambos grupos experimentales. La respuesta
cronotrépica generada por el nebivolol 3 mg/kg y 10
mg/kg fue significativamente inferior en las ratas con
sobrecarga con fructosa en comparacién con el grupo
control (Figura 2). La administracién intravenosa de
nebivolol 3 mg/kg o 10 mg/kg indujo una respuesta
hipotensora bifasica en ambos modelos experimentales,
caracterizada por un rapido descenso de la PAM seguido
de una normalizacién y de una reducciéon prolongada
del nivel tensional (Figura 3). La respuesta hipotensora
del nebivolol, expresada como porcentaje de reducciéon
de la PAM respecto del valor basal, fue similar en el
grupo fructosa respecto de las ratas normotensas (véase
Figura 3). El nebivolol redujo ademaés la variabilidad
a corto plazo, estimada mediante la DE de la PAM,
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Fig. 1. Concentracion plasmatica de d-nebivolol y -nebivolol en funcién
deltiempo en ratas control (circulos) y ratas con sobrecarga de fructosa
(cuadrados) luego de la administracion de nebivolol 3 mg/kg (simbolos
blancos) o 10 mg/kg (simbolos negros). Cada punto muestra la media
* error estandar de la media de 6 animales.

tanto en ratas normotensas control como en el grupo
hipertenso por sobrecarga de fructosa. Incluso el descenso
de la DE del registro de la PAM fue significativamente
superior en el grupo fructosa que en el grupo control luego
de la inyeccién intravenosa de nebivolol 3 y 10 mg/kg
(Figura 4).

El analisis espectral de la VPA latido-a-latido es-
tablecié que el nebivolol disminuye la variabilidad en
los dominios de la MBF y de la BF en igual medida en
las ratas fructosa que en el grupo control (Tabla 1).
El cociente BF/AF, marcador de la actividad simpéatica
vascular, se redujo en ambos grupos experimentales sin
diferencias significativas entre ellos (véase Tabla 1).

DISCUSION

Los hallazgos del estudio establecen que el modelo
de hipertension experimental por sobrecarga de
fructosa modifica las propiedades farmacocinéticas
y farmacodindamicas enantioselectivas del nebivolol
con una reduccién en el aclaramiento plasmatico de
ambos enantiémeros, una disminucién de la respuesta
bradicardizante y una reduccién mayor de la VPA a
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Fig. 2. Evolucion temporal de los cambios en la frecuencia cardiaca
(AFC, % de los valores basales) después de la administracion de vehi-
culo (simbolos negros) o nebivolol (simbolos blancos) 3 mg/kg (A) o
10 mg/kg (B) en ratas control (circulos) y en animales tratados con
fructosa (cuadrados). Cada punto muestra la media * error estandar
de la media de 6 ratas. * p < 0,05 vs. ratas control.
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Fig. 3. Evolucion temporal de los cambios en la presion arterial
media (DPAM, % de los valores basales) después de la administra-
cion de vehiculo (simbolos negros) o nebivolol (simbolos blancos) 3
mg/kg (A) o 10 mg/kg (B) en ratas control (circulos) y en animales
tratados con fructosa (cuadrados). Cada punto muestra la media
* error estandar de la media de 6 ratas.

corto plazo en comparacién con los animales control
normotensos. Estudios previos han establecido que
el nebivolol muestra propiedades farmacodinamicas

Fig. 4. Evolucion temporal de los cambios en la variabilidad de la
presion arterial a corto plazo (ADE, % de los valores basales) des-
pués de la administracion de vehiculo (simbolos negros) o nebivolol
(simbolos blancos) 3 mg/kg (A) o 10 mg/kg (B) en ratas control
(circulos) y en animales tratados con fructosa (cuadrados). Cada
punto muestra la media % error estandar de la media de 6 ratas.
* p < 0,05 vs. ratas control.

enantioselectivas debido a la gran selectividad del d-
nebivolol por el receptor beta,-adrenérgico y la accién
vasodilatadora de ambos enantiémeros. (14, 15) Los
mecanismos implicados en la reduccién del tono vas-
cular de la droga incluyen la estimulacién de la 6xido
nitrico (NO) sintasa y la inhibicion de la disfuncién
endotelial a través de una accién antioxidante atribuida
a la interaccién del nebivolol con la membrana. (14,
15) En la evaluacién farmacocinética en humanos se
ha descripto que el nebivolol es sometido a una alta
extraccion hepatica para ser ampliamente metaboli-
zado por el citocromo P450 2D6 a su metabolito activo
hidroxilado. (14) El nebivolol presenta propiedades
farmacocinéticas estereoselectivas, teniendo en cuenta
que el pico y las concentraciones plasmaticas minimas
de d-nebivolol fueron mayores que los del enantiémero
I-nebivolol. (16) El presente trabajo confirmé el perfil
farmacocinético enantioselectivo del nebivolol en el
modelo de sindrome metabdlico evidenciado por un
mayor aclaramiento del 1-nebivolol en comparacién con
el enantiémero d. De la comparacion de los parametros
farmacocinéticos entre ambos grupos experimentales
se desprende que existen diferencias en el aclara-
miento, ya que las ratas con sobrecarga de fructosa
mostraron un aclaramiento menor que las ratas control
para ambas dosis de trabajo. Aunque los mecanismos
implicados en este hallazgo no estan claros, teniendo
en cuenta el hecho de que el aclaramiento del nebivolol
depende del flujo sanguineo hepatico, (16) nuestros
resultados sugieren una perfusion hepatica menor en
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Tabla 7. Efecto del nebivolo
sobre la variabilidad de la
presion arterial latido-a-latido Nebivolol Nebivolol Nebivolol Nebivolol
en diferentes dominios de 3 mg/kg 10 mg/kg 3 mg/kg 10 mg/kg
frecuencia expresado como (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
porcentaje del valor basal
MBF -17,6 £ 8,1 -15,3+6,2 -15,3+5,0 -18,6 £7,1
BF -32,2+7,8 -29,6 £5,5 -29,2 £ 6,3 -26,4 +5,2
AF -18,1+£8,2 -20,2 £ 6,2 -17,3+7,8 -16,5+6,3
Cociente BF/AF -12,2+4,6 -17,0+£ 5,6 -7,1+3,9 -30,7 £6,0
Los datos expresan la media + error estandar de la media. MBF: Muy baja frecuencia. BF: Baja frecuencia.
AF: Alta frecuencia.

el modelo de sindrome metabélico en comparacién con
los animales control después de la administracién de
nebivolol 3 mg/kg y 10 mg/kg. En concordancia con
esto, en un estudio previo realizado en nuestro labora-
torio hallamos un comportamiento similar al evaluar
las caracteristicas farmacocinéticas del nebivolol en
animales espontaneamente hipertensos. (17)

La administracién intravenosa de nebivolol indujo
una reduccion de la PAM independiente de la dosis, sin
hallarse diferencias significativas en la magnitud del
efecto hipotensor en animales con sobrecarga de fructosa
y animales control. De acuerdo con el perfil farmacol6-
gico, la accién antihipertensiva del nebivolol dependeria
tanto de la reduccién del gasto cardiaco asociada con el
bloqueo selectivo del receptor beta -adrenérgico como
de la relajacion vascular provocada por el aumento de
la disponibilidad del NO. Sin embargo, estudios previos
han establecido que el nebivolol reduce la resistencia
vascular periférica manteniendo el gasto cardiaco en
pacientes con hipertension arterial, lo cual sugiere que
la accién vascular predomina por sobre el mecanismo
cardiaco en el efecto antihipertensivo de este betablo-
queante de tercera generacion. (14) La evaluacién de los
efectos de la administracién intravenosa de nebivolol
sobre la FC y el analisis espectral de la VPA latido-a-
latido confirman la mayor relevancia de las acciones
vasculares del nebivolol en la respuesta antihipertensiva
en animales control y con sobrecarga de fructosa, dado
el hecho de que la reduccién de la PA fue similar entre
ambos grupos experimentales pese a la menor respuesta
bradicardizante en ratas con sobrecarga de fructosa.

La identificacién de los componentes de frecuencia
de VPA mediante el anélisis espectral puede proporcio-
nar informacién sobre los mecanismos involucrados en
la regulacion de la PA. (18) Asi, la cuantificacion de la
variabilidad en el dominio de MBE BF y la estimacion
del cociente BF/AF permiten cuantificar de manera
indirecta la modulacién de la PA por el NO derivado del
endotelio y la actividad simpética vascular, respectiva-
mente. (18) La administracién de nebivolol indujo una
reduccién similar de la VPA en el rango MBF y BF y
del cociente BF/AF en ratas con sobrecarga de fructosa
en comparacion con el grupo control. Estos hallazgos
sugieren que la eficacia del nebivolol en términos del
aumento del NO derivado del endotelio y de reduccion
de la actividad simpatica vascular es similar en los

animales hipertensos con sobrecarga de fructosa que
en las ratas normotensas, lo cual explica la ausencia
de diferencias significativas en la reduccién de la PAM.

Finalmente, en el trabajo evaluamos el efecto de la
administracién de una dosis tinica de nebivolol sobre
la VPA a corto plazo. La administracién de nebivolol
redujo la DE del registro de la PA en ambos grupos
experimentales, aunque la disminuciéon fue signifi-
cativamente superior en animales con sobrecarga de
fructosa en comparacion con el grupo normotenso. La
reduccién en la VPA a corto plazo inducida por el ne-
bivolol no esta relacionada con su accién hipotensora,
teniendo en cuenta que la administraciéon de ambas
dosis produce la misma caida de PA pero difiere en la
magnitud de reducciéon de la VPA en este modelo de
sindrome metabélico.

CONCLUSIONES

El bloqueante betaadrenérgico de tercera generacion
nebivolol reduce de manera significativa la PAM y la
VPA a corto plazo en ratas con sobrecarga de fructosa.
Considerando que la prediabetes se asocia con aumento
de la PAM, asi como de las fluctuaciones de esta, los
hallazgos de este estudio sugieren que el nebivolol
seria una opcion terapéutica capaz de atenuar ambos
factores de riesgo cardiovascular en la poblaciéon con
sindrome metabdlico.
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