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1.1. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL

Actualmente, los tranquilizantes y sedantes se usan ampliamente en la practica
veterinaria para contener quimicamente a nuestros pacientes a la hora de realizar
diversos procedimientos diagndsticos, asi como de cara a la premedicacion previa a la
anestesia con vista a procedimientos quirargicos (Murrell 2007). Cuando se emplean de
forma adecuada, proporcionan un estado de calma y sedacién que permite vencer la
resistencia y la excitacion que en condiciones normales se manifestaria antes y durante
la induccion anestésica, ademas, reducen el estrés y las dosis necesarias de anestésicos

generales por fendmenos de sinergismo (Hall y Clarke 2001, Muir 2008).

La activacion central de los receptores adrenérgicos a, induce una sedacion
potente acompafiada de analgesia. Ambos efectos explicarian la popularidad de los
sedantes  agonistas  adrenérgicos o (xilacina, medetomidina, romifidina,
dexmedetomidina) y su amplia utilizacion clinica en la especie felina. La medetomidina
[+ 4 - (1 - (2,3-dimetilfenil) etil) -1H — imidazol] es un potente farmaco agonista
apadrenérgico altamente selectivo (Savola y cols. 1986, Virtanen y cols. 1988) que
induce sedacion y analgesia dosis dependiente, y es ampliamente utilizado en pequefios
animales, incluidos el perro y el gato (Stenberg y cols. 1987, Vainio 1989, Vihi-Vahe
1989). La medetomidina es una mezcla racémica 1:1 de dos enantiomeros Opticamente
activos de los cuales solo el d-isomero (dexmedetomidina) es farmacoldgicamente
activo a dosis clinicamente relevantes (Virtanen y cols. 1988, Savola y Virtanen 1991,
Aantaa y Scheinin 1993). El L-isomero, levomedetomidina, es esencialmente inactivo
aunque estudios in vitro demuestran que podria poseer una accion agonista o, parcial o
débil o, incluso, propiedades inversas (Jansson y cols. 1994, 1998). Estudios

farmacodinamicos efectuados con medetomidina en el perro han demostrado que su
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efecto se debe exclusivamente al estereoisomero activo dexmedetomidina, mientras que
la levomedetomidina como ya mencionamos es virtualmente inactiva (Vickery y cols.
1988; Kuusela y cols. 2000, 2001). Un estudio experimental realizado en gatos
comparando tres dosis diferentes de dexmedetomidina frente a medetomidina, demostrd
que la dexmedetomidina poseia un efecto farmacodinamico similar a la medetomidina

(Ansah y cols. 1998).

Es bien conocida la capacidad reductora sobre los requerimientos de agente
anestésico de la dexmedetomidina, cuando se administra durante la fase de
premedicacion o justo antes de la induccion anestésica en seres humanos (Kallio y cols.
1989, Aho y cols. 1991, Aantaa y cols. 1990, Peden y Prys-Roberts 1992), ratas (Segal
y cols. 1988), perros (Vickery y cols. 1988, Bloor y cols. 1992, Devcic y cols. 1994) y
gatos (Mendes y cols. 2003). A pesar de las ventajas clinicas que ofrece el uso de
agonistas o, adrenérgicos (sedacion y analgesia dosis dependiente reversible por medio
del atipamezol), sus marcados efectos sobre el sistema cardiovascular recomiendan su
uso cauteloso en pacientes comprometidos y geriatricos. Hay numerosos estudios que
describen los efectos potencialmente adversos de estos agonistas a nivel del sistema
cardiovascular. Entre otros, destacan su efecto bifasico tipico sobre la presion sanguinea
debido a la disminucion de la frecuencia e indice cardiacos y al aumento de la
resistencia vascular sistémica y presion venosa central (Bloor y cols. 1992; Pypendop y

Verstegen 1998; Kuusela y cols. 2000, 2001; Lamont y cols. 2001).

En la década de los 40 se realizaron los primeros estudios sobre los anestésicos
esteroideos. En ellos se describe la capacidad de estos agentes para inducir una anestesia
general, acompanada de cierta relajacion muscular y analgesia (Selye 1941a, 1941b,

1941c, 1942). La alfaxalona y la alfadolona se consideraron anestésicos particularmente
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efectivos, de modo que fueron comercializados en una mezcla conocida como CT 1341,
que coformulaba ambos compuestos y los vehiculaba en aceite de ricino polietoxilado
(Cremophor EL) 20% vy surfactante (Child y cols. 1971). Esta preparacion fue
distribuida en muchos paises, no asi en Estados Unidos, para su empleo en animales con
el nombre de Saffan® (Glaxovet, Toronto, Canadd) (Evans 1975); y en anestesia
humana bajo la marca Althesin® (Glaxo Smith Kline, Middlesex, UK) (Campbell y
cols. 1971, Clarke y cols. 1971, Savege y cols. 1971). La alfaxalona, alfadolona y otros
derivados esteroideos con propiedades neuroactivas (neuroesteroides) son capaces,
como ya mencionamos, de proporcionar un grado de anestesia y antinocicepcion
derivado de la activacion y modulacion de los efectos inhibitorios del acido y -
aminobutirico (GABA) a nivel del complejo de los receptores GABA (Lambert y cols.
2003). Posterioremente, se demostrd que la alfaxalona posee casi el doble de la potencia
anestésica de la alfadolona (Goodchild y cols. 2000, Nadeson y Goodchild 2000). Los
efectos a nivel cardiorrespiratorio de estos anestésicos, similares en seres humanos y
animales, se caracterizaban por ser poco pronunciados en comparacion a los provocados
por otros agentes anéstesicos como tiopental, metohexital, ketamina o propofol, lo que
sugiridé su mayor seguridad (Child y cols. 1972, Haskins y cols. 1975, Blake y Korner
1981). Asi, estudios realizados con CT 1341 en gatos sanos a dosis de 15 mg/kg
administrada por via intramuscular describieron estados de hipotension moderada
durante la anestesia (Middleton y cols. 1982). No obstante, otros estudios realizados
también en gatos, a dosis clinicas adecuadas (9 - 12 mg/kg) pero en administracion
endovenosa, describieron depresion cardiorrespiratoria significativa y la posibilidad de
apnea post-inducciéon (Dyson y cols. 1987). A pesar de la mayor seguridad aparente del
CT 1341, se describieron reacciones de hipersensibilidad relacionadas con el excipiente

Cremophor EL (Prys-Roberts y Sear 1980). En seres humanos y en la especie canina, la
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liberacion de histamina atribuida al Cremophor EL provocaba cuadros anafilactoides
acompanados de hipotension, urticaria y eritema cutdneo. En la especie felina, se
observaron reacciones mas suaves caracterizadas por hiperemia de las extremidades
delanteras en un 70% de los animales (Haskins y cols. 1975, Middleton y cols. 1982).
Finalmente, las reacciones anafilacticas observadas en la especie humana condujeron a
la retirada del mercado del Althesin® (Prys-Roberts y Sear 1980, Mehta 1981), y mas

tarde, y por razones andlogas, también del Saffan®.

En la actualidad, la alfaxalona ha sido reformulada como una solucidn estéril
1% (w/v) clara e incolora vehiculada en un nuevo excipiente 2 — hidroxipropil — f -
ciclodextrina (HPBCD). El uso de HPBCD como excipiente aumenta la solubilidad de la
alfaxalona hasta 10 veces y se considera seguro, asi su dosis letal en perros es de més de
5000 mg/kg en una unica inyeccion (Brewster y cols. 1989, 1990; Estes y cols. 1990,
Coussement y cols. 1990). Los efectos cardiorrespiratorios de la nueva formulacion de
alfaxalona en perros y gatos, han demostrado ser minimos, presentando ademas un
elevado margen de seguridad y propiedades anestésicas dosis - dependiente (Pearson y
cols. 2003). Por todo ello, la reintroduccion en el mercado veterinario de la alfaxalona
(Alfaxan®) para su uso en perros y gatos en Australia y Nueva Zelanda, y
posteriormente en Sudafrica, Reino Unido, y otros paises de Europa, incluida Espaiia,

ha renovado actualmente el interés por la anestesia esteroidea.
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1.2. JUSTIFICACION

La practica correcta de la anestesia se basa en un conocimiento general de los
efectos que los diversos agentes sedantes, analgésicos y anestésicos producen sobre los
animales; la correcta metodologia de administracién de estos farmacos; asi como de la
capacidad de respuesta frente a complicaciones y/o emergencias relacionadas con su
uso. La facilidad de administracion, los requerimientos minimos de equipamiento y la
seguridad en el entorno de trabajo y del personal expuesto son areas en los que enfocar
esfuerzos para eldesarrollo de farmacos relacionados con el campo de la anestesiologia

y técnicas mas seguras y efectivas.

En el ambito clinico, el gato doméstico tiende a ser en la mayoria de los casos
una especie dificil de manejar. Su caracter independiente y talante nervioso y
desconfiadohace que en ocasiones la sedacion profunda y/o la anestesia sean las unicas
formaspara poder manipularlos con comodidad y, sobre todo, garantizar la seguridad del
veterinario y personal clinico expuesto. Es por ello que el uso en esta especie de la ruta
intramuscular de cara a la administraciéon de sedantes, analgésicos y/o anestésicos
eficaces supone en muchas situaciones una excelente alternativa, o incluso, a veces, la

unica opcion viable.

Al disefiar el proyecto de esta Tesis Doctoral, no existia ninguna descripcion
acerca de la eficacia de la administracion de la nueva formulacion de alfaxalona por via
intramuscular en el gato, ni de sus efectos a nivel cardiovascular y respiratorio. No
obstante, a lo largo del desarrollo de este trabajo, se han publicado algunos estudios al
respecto (Grubb y cols. 2013, Ribas y cols. 2014, Tamura y cols. 2015b), pero juzgamos

que este numero de referencias podria considerarse aun escaso.
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Ante lo expuesto, este trabajo se justifica por la necesidad e interés clinico de
obtener nueva informacion sobre la eficacia de la administracion intramuscular de
alfaxalona sola o en combinacion con dexmedetomidina en la especie felina, asi como
de describir los efectos clinicos y cardiorespiratorios derivados del uso de estas
combinaciones. Ademads, se plantea la realizacion de un estudio farmacocinético y
farmacodinamico, para determinar entre otras la biodisponibilidad de la alfaxalona tras
su administracion intramuscular. Esta segunda parte del estudio es muy novedosa ya
que podria constituir la primera referencia efectuada a este nivel tras la administracion

intramuscular de alfaxalona en la especie felina.
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1.3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La presente Tesis Doctoral se ha disefiado para corroborar o descartar las

siguientes hipotesis:

* El uso exclusivo de alfaxalona por via intramuscular es capaz de inducir un
efecto clinico variable de sedacion y/o anestesia. Este efecto podria ser
potenciado por la adicion de dexmedetomidina.

* La administracion de alfaxalona por via intramuscular proporcionara unas
concentraciones plasmaticas suficientes como para inducir un efecto

sedacion y/o anestesia clinicamente relevante.
Por lo expuesto, los objetivos planteados en esta Tesis son:

* Estudiar el efecto sedante y/o anestésico de la alfaxalona administrada sola o
en combinacion con dexmedetomidina por via intramuscular en la especie
felina.

* Determinar los efectos a nivel cardiorrespiratorio observados en gatos tras el
empleo intramuscular de estas combinaciones.

* Efectuar un estudio farmacocinético y farmacodindmico comparativo tras la
administracion de alfaxalona por via intramuscular y endovenosa en la

especie felina.
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2.1. ALFAXALONA

2.1.1. Introduccion historica

Los esteroides neuroactivos son moléculas esteroideas naturales o sintéticas que
rapidamente alteran la excitabilidad neuronal gracias a su afinidad por receptores de
membrana que modulan neurotransmisores inhibitorios y/o excitatorios (Paul y Purdy

1992)

A principio de los afios 40 se descubrid que independientemente del grado de
actividad hormonal del compuesto, la progesterona, el acetato de desoxicorticosterona
(ACD) y otros androgenos y estrogenos eran capaces de inducir anestesia general en
animales de experimentacion (rata, raton, conejo de indias, conejo y gato) si se
administraban via intraperitoneal o endovenosa a dosis lo suficientemente elevadas;
entre ellos el ACD y la progesterona resultaban los mas potentes a este nivel (Selye
1941a, 1941b, 1941c). Las investigaciones iniciales de Selye acerca de las propiedades
anestésicas de estos agentes, junto a otras caracteristicas positivas como un indice
terapéutico elevado, minimos efectos a nivel cardiorespiratorio, rapidez de accion y
escasos efectos acumulativos, en comparacion a otros anestésicos, promovieron su uso

en la practica clinica (Gyermek y Soyka 1975).

Inicialmente se plante6 como hipdtesis, a pesar de las claras diferencias
estructurales existentes a nivel quimico, que los anestésicos esteroideos ejercian su
efecto sobre el sistema nervioso central (SNC) de manera similar a los barbitaricos y los
anestésicos inhalatorios, ya que el tipo de electroencefalograma resultante de la
administracion de estos anestésicos era equivalente (Gyermek y Soyka 1975).

Posteriormente, se demostré que la alfaxalona, como andlogo estructural de los

10
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esteroides, incrementaba el tiempo de inhibicion de la conduccion a nivel postsinaptico
en neuronas del cortex olfatorio de cobayas, lo que implicaba una accion a nivel de la
transmision del GABA, principal neurotransmisor a nivel cerebral (Schofield 1980).
Estudios posteriores realizados con alfaxalona describen su unidn estereoselectiva y
gran afinidad por una subclase de receptores del GABA, los de tipo A (RGABA,) lo
que induciria aumentos de la conductancia del ion CI" (Harrison y Simmonds 1984;

Majewska y cols. 1986; Lan y Gee 1994; Lambert y cols. 1995, 2003).

La alfaxalona (3a — hidroxi - 5o — pregnano - 11, 20 - diona) (Figura 1) comenzé
a utilizarse como agente anestésico en animales desde la década de los 70, debido a
algunas de las propiedades positivas ya resefiadas con anterioridad para los anestésicos
esteroideos, tales como la rapida induccion de un estado de anestesia general de corta
duracion, rapida recuperacion libre de complicaciones, alto nivel terapéutico,
compatibilidad con otros adyuvantes y ausencia de efectos irritantes a nivel vascular

(Child y cols. 1971).

Figura 1. Estructura molecular de la alfaxalona (30— hidroxi - 5o — pregnano - 11, 20 - diona).

11
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Child y cols. (1971) estudiaron en animales los efectos de la formulacion CT
1341, consistente en un una mezcla de alfaxalona al 0.9% (3a — hidroxi - Sa — pregnano
- 11, 20 - diona) y acetato de alfadolona al 0.3% (21 — acetoxi - 3a-hidroxi - 5a —
pregnano - 11, 20 - diona), ambos derivados de la pregnanodiona. Ambos compuestos
presentaban cardcter anestésico, pero era realmente la alfaxalona la mas potente a este
nivel, justificdndose la inclusion de la alfadolona en la formulacion para incrementar su
solubilidad. Debido a la escasa hidrosolubilidad de esta mezcla, se utilizd Cremophor
EL al 20%, una forma polioxietilada de aceite de ricino, como excipiente (Campbell y
cols. 1971; Child y cols. 1971, 1972; Clarke y cols., 1971; Evans y cols. 1972). El CT
1341 se popularizé como anestésico para uso tanto en el ser humano (Althesin®) como
en animales (Saffan®) practicamente en todos los continentes, aunque no en Estados

Unidos.

Otros estudios, corroboraron los hallazgos de Child y cols (1971) acerca del CT
1341, y las ventajas de este anestésico sobre otros agentes (Campbell y cols. 1971,
Savege y cols. 1971, Clarke y cols. 1971, Swerdlow y cols. 1971, Jones y cols. 1972). A
pesar de todas estas caracteristicas favorables, empezaron a describirse reacciones
adversas tras el uso de CT 1341, asociados en su mayoria al excipiente (Savege y cols.
1973, Watkins y Dye 1980). Posteriormente, se realizaron estudios en humanos
reduciendo la dosis de Cremophor EL, y aunque quedaba claro que los efectos a nivel
cardiovascular eran minimos, no se excluia la posibilidad de que el excipiente indujese
reacciones anafilacticas (Savege y cols. 1973). En humanos, el factor mas relevante que
daba lugar a anafilaxia asociada a Althesin® era el hecho de haber tenido una
exposicion previa a este anestésico, lo que generaba un aumento de los niveles
plasmaticos de inmunoglobulina E, aunque tampoco la presentacion de valores

normales de estos anticuerpos excluia la posibilidad de que aconteciese una reaccion
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adversa. Por ello, se planteaba también la hipotesis de que se debiese a una reaccion
anormal al farmaco (Doenicke y cols. 1973, Dundee y cols. 1974, Clarke y cols. 1977).
La incidencia de reacciones alérgicas con signos de eritema y urticaria en cara, cuello y
torax de humanos se situaba en valores variables segin diferentes estudios. Asi, se
describi6 su aparicion con una probabilidad variable segin diversos estudios: en un
40% de los casos (Doenicke y cols. 1974), un caso por cada 14.000 - 19.000 anestesias
(Clarke y cols. 1975), un caso por cada 900 anestesias (Watt 1975, Fisher 1975) y un

caso por cada 1900 anestesias (Evans y Keogh 1977).

Wirth y Hoffmeister (1965) y Glen y cols (1979) demostraron que el Cremophor
EL por si solo podia causar reacciones anafilacticas severas, caracterizadas por
hipotension grave, consecuencia directa de la liberacion de histamina en el perro y en
cerdos miniatura. Sin embargo, el uso de CT 1341 en gatos producia en el 25% de
animales anestesiados reacciones leves con edema facial (hocico y orejas) y de
extremidades, de caracter transitorio, normalmente de menos de 2 horas de duracion

(Evans 1975, Jones 1979).

Aunque en la mayoria de casos estas reacciones eran leves y de corta duracion;
debido a su elevada incidencia y a su severidad en algunos casos, se cuestiono la
seguridad del CT 1341, cayendo en desuso en la practica veterinaria y siendo retirado

del mercado para su uso en el ser humano (Evans y Keogh 1977).

En la década de los 80, se retomaron nuevos estudios para formular una
alternativa segura para la reintroduccion de la alfaxalona como agente anestésico en el
mercado veterinario. Este interés surgi6 a raiz de la realizacién de experimentos
preliminares encaminados al uso de derivados de las ciclodextrinas como solubilizantes

de compuestos esteroideos (Pitha y Pitha 1985, Miiller y Brauns 1985, Brewster y cols.
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1989). La mezcla de alfaxalona con HPBCD permitio un aumento notable de la
solubilidad de la alfaxalona, lo que hacia factible su uso en ratas, monos y perros,
evitando los efectos adversos derivados del antiguo excipiente (Brewster y cols. 1990,

Estesy cols. 1990).

Desde finales de los 90 hasta nuestros dias, diversos estudios se han realizado en
una amplia variedad de especies que demuestran la seguridad y efecto positivo de la
nueva formulacion de alfaxalona como agente anestésico (Patten y cols. 1998; Keates
2003; Muir y cols. 2004; Whitten y cols. 2004; Pasloske y cols. 2005, 2007, 2008;
O’Hagan 2008; Grint y cols. 2008; Leece y cols. 2009; Bertelsen y Sauer 2011; Walsh y

cols. 2012; Olsson y cols. 2013; Navarrete-Calvo y cols. 2014).

2.1.2. Propiedades Clinicas

Efecto anestésico

La alfaxalona ejerce su efecto anestésico gracias a una modulacion alostérica
positiva sobre el RGABA, (Lambert y cols. 2003). El RGABA4 es un receptor
ionotropico y cuyo canal idnico esta regulado por el GABA, el cual es el principal
neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central de los mamiferos. El sitio activo
del RGABAA, es el lugar de union para el GABA, y para otros farmacos tales como el
muscimol, gaboxadol y bicuculina. Dicho receptor también contiene un nimero de
sitios alostéricos de union diferentes que modulan indirectamente su actividad. Estos
sitios alostéricos son el blanco para otros farmacos tales como las benzodiacepinas,
barbitaricos, etanol, esteroides neuroactivos, anestésicos inhalatorios y picrotoxina,
entre otros (Johsnton 1996). En estudios iniciales, se pudo observar que el uso de

concentraciones bajas de alfaxalona modulaba potencialmente la actividad del
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RGABA, por medio de un proceso que incluia la prolongacion del tiempo de apertura
de los canales de cloro (Harrison y Simmonds 1984). Por otra parte, el uso de alfaxalona
a concentraciones elevadas, pero en ausencia de GABA, demostraba un efecto agonista

directo sobre los canales del cloro del RGABA, (Cottrell y cols. 1987).

Nocicepcion

En cuanto a la actividad analgésica de los anestésicos esteroideos, Le Bars y
cols. (1976) concluyeron que el CT 1341 poseia cierto efecto analgésico debido al
efecto negativo directo que ejercia a nivel de las sinapsis sensoriales de las neuronas
localizadas en el asta dorsal de la médula espinal en gatos. Estudios mas recientes en
ratas demostraron que el efecto antinociceptivo del Saffan® era debido solamente a uno
de sus componentes, la alfadolona, ya fuera por accion directa sobre los RGABA, de la
médula espinal o bien por un efecto indirecto sobre la activacion de las vias
descendentes (Nadeson y Goodchild 2000). Ademas, la alfadolona ha demostrado
potenciar el efecto analgésico de los opioides, sin generar un efecto sedante alguno en
ratas (Winter y cols. 2003). A pesar de dichos estudios, existe cierta controversia en
cuanto al efecto antinociceptivo de la alfaxalona, ya que investigaciones llevadas a cabo
en ratas mediante el uso de la prueba de la formalina demuestran que podia inducir
analgesia dosis - dependiente de caracter preventivo y temporal (en torno a 15 minutos)
asociado a una accion directa sobre el RGABA4 (Gilron y Coderre 1996). Ademas, en
estudios in vitro realizados sobre células bovinas cultivadas a partir de médula adrenal,
se demostr6 que la alfaxalona es capaz de inhibir el transporte de norepineftrina,
neurotransmisor modulador de la percepcion del dolor, mediante un bloqueo de los
lugares de reconocimiento de unioén de la desipramina y la norepinefrina (Horishita y

cols. 2002).

15



Tesis Doctoral: Revision Bibliografica

Sistema cardiovascular

A nivel cardiovascular, existen estudios previos realizados en perros que
describen un incremento de la frecuencia cardiaca (FC) tras la induccion endovenosa
con alfaxalona, dependiente de la dosis, y que suele tener caracter temporal (Whittem y
cols. 2004; Muir y Lerche 2004; Muir y cols. 2004, 2008; Schnell y cols. 2004;
Pasloske y cols. 2005; Psatha y cols. 2011; Amengual y cols. 2013). Este aumento de la
FC se explicaria como un mecanismo compensatorio para mantener estable el indice
cardiaco (Ambros y cols. 2008; Rodriguezy cols. 2012). En la especie equina, el uso de
alfaxalona no produce cambios en el latido cardiaco (Leece y cols. 2009, Kloppel y
Leece 2010, Goodwin y cols. 2012, Keates y cols. 2012). No obstante, en los animales
de granja estos cambios dependen en su mayoria de la especie estudiada, asi no se
describen alteraciones en el cerdo (Santos Gonzélez y cols. 2013), mientras que si existe
un aumento de la FC en pequefios rumiantes (Granados y cols. 2012; Dzikiti y cols.
2014). En conejos esta respuesta presenta un caracter variable, de modo que la
induccion con alfaxalona puede llegar a derivar en una disminucion de la FC, o bien
mantenerse en valores clinicamente aceptables (Grint y cols. 2008, Marsh y cols. 2009,
Gil y cols. 2012, Tutunaru y cols. 2014, Navarrete Calvo y cols. 2014, Huynh y cols.
2015). En la especie felina, se ha demostrado que independientemente de la ruta de
administracion, la FC suele descender de manera dosis - dependiente durante un periodo
de unos 15 minutos tras la induccidn con alfaxalona, y que luego se mantiene en valores
clinicos estables a lo largo del mantenimiento anestésico (Pasloske y Whittem 2004;
Heit y cols. 2005; Muir y cols. 2005, 2009; Whittem y cols. 2008; Martinez y Murison
2010; Bosing y cols. 2012; Ramoo y cols. 2013; Ribas y cols. 2014; Tamura y cols.

2015b).

16



Tesis Doctoral: Revision Bibliografica

A nivel de presion arterial, el uso de alfaxalona en el perro puede no generar un
efecto adverso, o bien producir un descenso dosis - dependiente (Muir y Lerche 2004,
Whittem y Pasloske 2004, Schnell y cols. 2004, Pasloske y cols. 2005, Muir y cols.
2008, Psatha y cols. 2011, Morgaz y cols. 2012, Okushima y cols. 2014). Ambros y
cols. (2008) asociaron el descenso de la presion arterial en perros después de la
induccion con alfaxalona, con un descenso de la resistencia vascular sistémica ya que el
gasto cardiaco se mantuvo estable. Se ha podido comprobar que en el conejo la
administracion de alfaxalona produce un acusado descenso en la presion sanguinea
(Navarrete Calvo y cols. 2012). Por su parte, en el caballo y especie caprina y ovina este
efecto es minimo o nulo (Keates y cols. 2012, Goodwin y cols. 2013, Andaluz y cols.
2013, Granados y cols. 2012, Moll y cols. 2013, Ndawana y cols. 2014). En
comparacion con el resto de especies, en el gato se describe una disminucion transitoria
de la presion arterial tras la induccion con alfaxalona, con un retorno a valores normales
durante el mantenimiento anestésico (Whittem y cols., 2008, Martinez Taboada y cols.
2009, Beths y cols. 2014). Este efecto se asocia en gatos a un efecto derivado de la
vasodilatacion, existiendo mayor riesgo de producirse en animales menores de 12 meses
(69 a 85%) y tras un uso de dosis mas elevadas (15 mg/kg) (Muir y cols. 2009, Zaki y

cols. 2009).

Sistema respiratorio

A nivel respiratorio, se describe la disminucion de la frecuencia respiratoria (fr),
presion arterial de oxigeno y un aumento del didxido de carbono en sangre arterial en
perros tras la induccion y/o mantenimiento con alfaxalona (Muir y cols. 2004, Pasloske
y cols. 2005, Rodriguez y cols 2012, Maney y cols. 2013). Aumentos en la dosis o una

mayor rapidez en la administracion no sélo puede generar una mayor probabilidad de
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aparicion de los efectos mencionados, sino que ademas aumenta la incidencia de apnea
(ausencia de respiracion durante 30 a 60 segundos) (Muir y cols. 2004, 2008; Pasloske y
cols. 2005; Keates y Whittem 2012; Amengual y cols. 2013). La administracion de
alfaxalona en ponis produce incrementos de la fr (Leece y cols. 2009), aunque en potros
y caballos adultos se puede producir una reducciéon del nimero de respiraciones por
minuto e hipoxemia (Goodwin y cols., 2012, Keates y cols. 2012). En el cerdo y en
pequefios rumiantes no se describen efectos adversos a nivel del sistema respiratorio,
mientras que en conejos se describen con mayor frecuencia el desarrollo de apnea e
hipoxemia severa tras la administracion endovenosa e intramuscular de alfaxalona
(Keates 2003, Grint y cols. 2008, Gil y cols. 2012, Walsh y cols. 2012, Andaluz y cols.
2012, Santos Gonzalez y cols. 2013, Tutunaru y cols., 2013, Huynh y cols. 2014,
Dzikiti y cols. 2014, Ndawana y cols. 2014).En gatos se ha demostrado que la induccion
con alfaxalona, apenas produce una ligera disminucion de la fr acompafiada de un
aumento del volumen tidal, posiblemente como mecanismo compensatorio, asi como
una reduccion moderada de la presion arterial de oxigeno (PaO;) sin cambios en las
presiones arteriales de didoxido de carbono (PaCO,) (Heit y cols. 2004, Whittem y cols.
2008, Muir y cols. 2009, Beths y cols. 2014). En cuanto a la incidencia de aparicion de
apnea en gatos, existen resultados contradictorios, puesto que se describe en un grado
muy variable. Algunos autores afirman que no se producen (Whittem y cols. 2008,
Martinez y Murison 2010, Beths y cols. 2014), mientras que otros apuntan a unas
incidencias en un 19.3% de gatos adultos (Pasloske y cols. 2007) e inferiores a un 6%

en gatos menores de 12 meses (Zaki y cols. 2009).
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2.1.3. Caracteristicas Farmacocinéticas

Estudios farmacocinéticos realizados en ratas y gatos han demostrado que la
alfaxalona sigue un modelo bicompartimental no lineal (Visser y cols. 2002, Whittem y
cols. 2008). El modelo bicompartimental supone que el fairmaco, una vez que se
encuentra en la circulacidon general, se distribuye de forma muy rapida a ciertas zonas
del organismo (englobados en el compartimento central) de tal forma que el equilibrio
de distribucion entre la sangre y dichas zonas se alcanza de forma practicamente
instantanea y que, ademas, el farmaco se distribuye de forma mas lenta a otros tejidos
del compartimento periférico. El equilibrio de distribucion entre el compartimento
central, y los organos y tejidos (que constituyen el compartimento periférico) tarda un
cierto tiempo (exististiendo una distribucion dindmica). Estos tejidos a los cuales se
accede de forma mas lenta, se engloban dentro de un compartimento denominado
compartimento periférico. La farmacocinética no lineal es aquella en que la absorcion,
distribucion, metabolismo o la eliminacion (ADME) de un farmaco no obedece a
procesos de primer orden. La interpretacion de un modelo no lineal es que los efectos y

la persistencia del firmaco no son predecibles cuando se usan diferentes dosis.

Absorcion

El uso endovenoso de dosis clinicas y supraclinicas de alfaxalona ha demostrado
producir una induccidon anestésica rapida (en menos de un minuto) con una buena
relajacion muscular y pérdida de la conciencia en perros (Ferré y cols. 2006), gatos

(Whittem y cols. 2008) y ratas (Lau y cols. 2013).
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En la literatura revisada acerca de la absorcion intramuscular de alfaxalona, se
pueden encontrar resultados mucho mas variables en comparacioén a la administracion
endovenosa. En animales exoéticos, la alfaxalona utilizada como agente Unico puede
generar desde una sedacion hasta una anestesia de corta duracion (Kischinovsky y cols.
2013, Giral y cols. 2014, Huynh y col. 2015). Por su parte, en la especie canina se ha
observado que el efecto sedante y/o anestésico de la alfaxalona mediante la via
intramuscular es de caracter dosis - dependiente (Tamura y cols. 2015a), mientras que

en el gato solo induce una sedacion profunda (Tamura y cols. 2015b).

Heit y cols. (2004) estudiaron la administracion subcutanea de alfaxalona (10
mg/kg) en gatos premedicados con acepromacina a dosis de 1.1 mg/kg por via
intramuscular, concluyendo que esta combinacion generaba una sedacion profunda y

segura, pero que era insuficiente para inducir una anestesia.

Finalmente, el uso intraperitoneal de alfaxalona (2 y 5 mg/kg) en ratas genera
unos niveles sustanciales de alfaxalona (incluso hasta 60 minutos tras la
administracion), no produce apnea y los tiempos son mas prolongados en comparacion a
la ruta endovenosa de las mismas dosis, pero con un resultado variable en cuanto a la
inmovilizacién de los animales (s6lo se produjo en el 70% de los individuos de

experimentacion) (Lau y cols. 2013).

Distribucion

La alfaxalona tiene una distribucion rdpida y uniforme en todos los tejidos, a
excepcion de presentar una acumulacion menor a nivel de la grasa y tejido cerebral

(Pastorino y cols. 1979). Ademas, se ha podido hipotetizar que los pulmones puedan
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presentar una funcion de tejido reservorio para parte de la dosis administrada de la

alfaxalona (Nicholas y cols.1981).

Animal Volumen Tiempo de Vida Aclaramiento Referencia
Distribucion Media (minutos) (ml/kg/min)
(L/kg)
Rata 0.8 14 71.9 Visser y cols.
2002
16.2 57.8 Lauy cols.
2013
17.6 543
Perro 2 30 55 Ferré y cols.
2006
2.4 34.5 48.5 Pasloske y cols.
2009
Gato 1.8 45.2 25 Whittem y cols.
2008
2.1 76.6
Caballo 1.6 45.2 37 Goodwin y
cols. 2011
Potro 0.6 22.8 19.9 Goodwin y
(12+3 d) cols. 2012

Tabla 1. Propiedades farmacocinéticas de la alfaxalona en diferentes especies

Los parametros farmacocinéticos que definen la distribucion y eliminacion de la
alfaxalona son diferentes dependiendo de la especie de estudio (Tabla 1). Se ha podido
comprobar que el volumen de distribucion de la alfaxalona aumenta con la edad debido
a su caracter lipofilico y a la elevada proporcion lipido:agua encontrada en animales

geriatricos (Goodwin y cols. 2012). Tanto las diferencias entre sexos, asi como el uso de
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ciclodextrinas como excipiente, no tienen influencia sobre las caracteristicas
farmacocinéticas de la alfaxalona (Visser y cols. 2002, Ferré¢ y cols. 2006). Ademas, la
elevada union a proteinas plasmaticas (97%) no es dependiente ni de la dosis, la

concentracion o, ni tan siquiera, del tiempo (Visser y cols. 2002).

Metabolismo

Tras comprobar que los resultados de los valores del aclaramiento de la
alfaxalona en gatos son altos, se ha podido concluir que su metabolismo presenta un
caracter rapido (Whittem y cols. 2008). En estudios realizados in vitro en muestras de
hepatocitos y microsomas aislados de ratas se demostré que la alfaxalona es
metabolizada mediante el sistema hepatico de oxigenasas de funcidon mixta (Sear y Mc
Givan 1981) (Figura 2). Tanto en el perro como en el gato, los sistemas enzimaticos de
fase I (citocromo P450) y fase II (glucuro y sulfato conjugaciéon) son los responsables
del metabolismo de la alfaxalona (Warne y cols. 2015). Sin embargo, se evidencié que
los pulmones de ratas también pueden ejercer una funcion metabdlica para una cierta
cantidad de alfaxalona, liberando posteriormente los metabolitos al torrente sanguineo
(Nicholas y cols. 1981). Ademas, se ha especulado de la existencia de metabolismo a
nivel renal y cerebral como otros mecanismos para la eliminacion de este farmaco
(Holly y cols. 1981, Sear 1996, Celotti y cols. 1997, Hiroi y cols. 2001, Ferre y cols.

2006).
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Figura 2. Metabolismo hepatico de la alfaxalona (Warne y cols. 2015)

Una de las peculiaridades farmacocinéticas que presenta la alfaxalona es el
denominado efecto “rebote” demostrado en perros, gatos y caballos (Ferré y cols. 2006;
Whittem y cols. 2008; Goodwin y cols. 2011, 2012). Su origen no esta totalmente
aclarado, aunque existen varias explicaciones: (a) los pulmones podrian ser capaces de
almacenar una pequefia cantidad de la alfaxalona administrada que podria,
posteriormente, liberarse a la circulacion (Nicholas y cols. 1981); (b) el tejido muscular
podria secuestrar la alfaxalona, y tras cambios en el flujo sanguineo y gasto cardiaco,
podria ser descargada al torrente sanguineo (Ferré y cols. 2006); (c) podria existir una

superimposicion de un pequeiio pico originado por el metabolito isomérico 3 — OH -
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alfaxalona, que no se distiguiria de modo diferencial en las determinaciones analiticas

empleadas (Whittem y cols. 2008).

Eliminacion

Varios estudios realizados en la especie humana y en ratas han demostrado que
los metabolitos de la alfaxalona son excretados principalmente en la orina, aunque una

cantidad menor también puede detectarse en la bilis (Strunin y cols. 1977, Sear 1996).

Seguridad

El indice terapéutico se define como la relacion de la dosis del farmaco necesaria
para inducir la muerte en el 50% de los animales a los que se administra el farmaco en
relacion con la dosis de farmaco necesaria para inducir el efecto deseado en 50% de los
animales a que se administra. El indice terapéutico para la alfaxalona en gatos atin no se
ha establecido; sin embargo, en ratones y ratas, el indice terapéutico para el CT 1341 era
de 30.4 y 28.7 respectivamente (Davis y Pearce 1972, Hogskilde y cols. 1987). Cuanto
mas alto es el indice terapéutico, mas seguro se considera un farmaco. Sin embargo, el
indice terapéutico no tiene en cuenta la pendiente de la curva de la concentracion frente
a la respuesta. Un farmaco con un indice terapéutico razonable, pero un gradiente bajo,
puede tener un efecto en el 90% de los animales a los que se administra cerca de la dosis
letal 50, disminuyendo el margen de seguridad del farmaco. Por lo tanto, el indice

terapéutico no siempre es util como una medida de seguridad clinica de un farmaco.

Segn la informacion que aporta el distribuidor de Alfaxan® (alfaxalona)
(Jurox®), es posible realizar un uso de una dosis de alfaxalona de hasta 5 veces superior
a la recomendada para la induccion anestésica (25 mg/kg) en gatos, y hasta de 10 veces

(20 mg/kg) en perros. Sin embargo, se ha comprobado que la administracion
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endovenosa de dosis elevadas (15 y 25 mg/kg) de alfaxalona en gatos produce depresion
a nivel hemodinamico, mayor incidencia de apnea e, incluso, puede producir muerte
subita (Muir y cols. 2008, 2009). El uso de alfaxalona en perros a dosis elevadas (20
mg/kg) parece ser seguro y solo se describen alteraciones minimas a nivel

cardiorespiratorio.

2.1.4. Uso Practico

Crecimiento Microbiano

Un estudio comparativo acerca del crecimiento microbiano entre el tiopental, el
propofol y la alfaxalona concluyé que el propofol presentaba una mayor predisposicion
para eldesarrollode ciertos microorganismos en comparacion con la alfaxalona y que era
el tiopental el unico anestésico inyectable de los tres en estudio que demostrd tener

propiedades bactericidas (Strachan y cols. 2008)

Rutas de administracion

En los afios 70, la combinacion de alfadolona y alfaxalona, denominada CT
1341, demostr6 poseer buenas propiedades como sedante y anestésico tras su
administracion intramuscular en gatos y tities (Evans y cols. 1972, Box y Ellis 1973,
Phillips y Grist 1975, Evans 1975, Jones 1979). Recientemente, se dispone de estudios
realizados en perros, gatos, conejos, cerdos y animales exodticos que demuestran la
eficacia como agente sedante y/o anestésico de la alfaxalona sola o bien en combinacion
con otros farmacos tras una administracion intramuscular (Marsh y cols. 2009;

Bertelsen y cols. 2011; Bouts y cols. 2011; Thomas y cols. 2012; Kischinovsky y cols.
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2013; Bakker y cols. 2013; Grubb y cols. 2013; Hansen y Bertelsen 2013; Ribas y cols.

2014; Tamura y cols. 2015a, 2015b; Huynh y cols. 2014; Martin Santos y cols. 2015).

Heit y cols. (2004) ya observaron que la alfaxalona si se administra
subcutaneamente a dosis de 10 mg/kg puede ejercer un efecto sedante en gatos
premedicados con acepromacina. Ademas, dicha via de administracion ha demostrado
ser util y estable como método de sedacidon en gatos hipertiroideos que recibian una

combinacion de alfaxalona (3 mg/kg) y butorfanol (0.2 mg/kg) (Ramoo y cols. 2013)

El desarrollo de las ciclodextrinas como excipiente en la nueva formulacion de
la alfaxalona ha resultado estar asociada a un menor dolor a la inyeccién endovenosa,
asi como a menor riesgo de tromboflebitis y hemolisis, ademas de no interferir en los
estudios farmacodindmicos o farmacocinéticos de este anestésico (Doenicke y cols.
1994). En un estudio comparativo realizado en perros tras la administracion
endovenosade alfaxalona y propofol, los autores llegaron a la conclusion que la
alfaxalona no producia ningtn tipo de dolor o reaccion tras su inyeccion (Michou y
cols. 2012). Ademas, la alfaxalona administrada de manera intravenosa produceuna
induccion rapida de la anestesia, acompafiada de una relajacion muscular excelente
durante la fase de mantenimiento y con apenas efectos adversos sobre los pardmetros

hemodindamicos o durante la recuperacion (Muir y cols. 2008, 2009).

Infusion continua

La administracion en infusidon continua de alfaxalona como mantenimiento de la
anestesia ha demostrado ser satisfactoria, fiable, adecuada y sin apenas producir
complicaciones en perros sanos (Ambros y cols. 2008). La posibilidad de

hipoventilacion ha sido el tnico efecto adverso descrito en la especie canina, por lo que
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algunos autores recomiendan de la aplicacién de técnicas de soporte ventilatorio en
situaciones de periodos prolongados bajo anestesia total endovenosa con alfaxalona
(Suarez y cols. 2012, Herbert y cols. 2012). En pequefios rumiantes, el mantenimiento
anestésico gracias al uso de alfaxalona en infusion continua demuestra ser fiable y no
genera alteracion destacable a nivel del sistema cardiorrespiratorio, aunque es
recomendable también la suplementacion con oxigeno y un uso de ventilacion mecénica
como soporte ventilatorio (Moll y cols. 2013, Ndawana y cols. 2014). Ademas, se ha
demostrado en ovejas que el uso combinado de la alfaxalona durante una anestesia
general ayuda a reducir los requerimientos del desflurano como agente anestésico
inhalatorio (Granados y cols. 2012). En gatos, la alfaxalona administrada como
anestésico inyectable para mantenimiento de una anestesia total endovenosa ha
demostrado ser una técnica totalmente efectiva, con una menor influencia o efecto a
niveldel sistema respiratorio y proporcionando una recuperacion suave y de corta
duracion (Vettorato 2013, Beths y cols. 2014, Schwarz y cols. 2014, Campagna y cols.

2015).
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2.2. DEXMEDETOMIDINA

2.2.1. Introduccion

La dexmedetomidina (Figura 3) es un agonista o, de los receptores adrenérgicos
altamente selectivo, especifico y potente. Varios estudios han demostrado que es la
forma estereoisomera dextro, el componente farmacoldgicamente activo de la
medetomidina por lo que es utilizada ampliamente en clinica veterinaria por sus efectos
sedantes, analgésicos e hipnéticos (Peden y Prys-Roberts 1992). La dexmedetomidina
presenta un ratio de especifidad o;:0; de 1600:1, que es en torno de 7 a 8 veces mas

elevado que el de la clonidina (Virtanen y cols. 1988).

En 1999, la dexmedetomidina fue aprobada por la FDA (Food and Drug
Administration) para su uso como sedante en cuidados intensivos en medicina humana
(Bajwa y Kulshrestha 2013). En Octubre de 2008, ademads recibid la aprobacion de la
FDA como fidrmaco para el cuidado de la anestesia monitorizada en adultos.
Actualmente, en Europa se ha permitido el uso de la dexmedetomidina como sedante en
pacientes adultos ingresados en cuidados intensivos y que requieren un nivel de
sedacion mas profundo que la simple excitacion en respuesta a un estimulo verbal

(Zhang y cols. 2015).

* HCI

Figura 3. Estructura molecular de la dexmedetomidina.
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La dexmedetomidina ejerce su funcion uniéndose a proteinas G asociadas a
receptores adrenérgicos, que se encuentran localizadas principalmente en los sistemas
nerviosos central, periférico y autonomo, asi como en varios 6rganos y a nivel de los
vasos sanguineos (Bajwa y Kulshrestha 2013). Aunque no se ha determinado
exactamente los mecanismos efectores tras su union a proteinas G, las consecuencias
mas importantes de la estimulacion de los receptores o, son una inhibicién de la
adenilciclasa (menor formacion de AMP ciclico), una activacion de los canales idnicos
del potasio (hiperpolarizacion neuronal) y una inhibicion de la entrada de calcio a través

de los canales i6nicos (Murrell y Hellebrekers 2005, Carollo y cols. 2008).

2.2.2. Propiedades Clinicas

Nocicepcion

A nivel de los receptores adrenérgicos podemos encontrar tres subtipos
diferentes (a; A, ax B y a, C), presentando cada uno de ellos distintas funciones y
acciones (Bylund 1985, Daunt y Steffey 2002). La dexmedetomidina posee una mayor
afinidad por los subtipos o, A y az C, los cuales son los receptores localizados a nivel de
la lamina II del asta dorsal de la médula espinaly responsables de los efectos analgésicos
mediante la inhibicion de la liberacion de neurotransmisores (sustancia P y glutamato),
ademas deser capaces de producir una hiperpolarizacion de las interneuronas espinales
(Ishii y cols. 2008). Asi mismo, es posible que dicho efecto antinociceptivo también
pueda deberse a la influencia sobre los sistemas moduladores descendientes iniciados
desde el tronco del encéfalo o bien por alteracion de la modulacion ascendente de
sefiales nociceptivas a niveldel diencéfalo y zona limbica, aunque ambas teorias atin no

han sido del todo esclarecidas (Murrel y Hellebrekers 2005).
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Efecto hipnotico

Gracias a su elevada selectividad por los receptores o, adrenérgicos, se ha
demostrado que el efecto hipnotico de la dexmedetomidina se ejerce a nivel del locus
coeruleus (LC), situado a niveldel tronco del encéfalo (Doze y cols. 1989,Correa-Sales
y cols. 1992, Mizobe y cols. 1996, Bajwa y Kulshrestha 2013). En muestras de LC de
ratas se ha observado in vitro que tras una exposicion a la dexmedetomidina se produce
una hiperpolarizacion debido al aumento en la conductibilidad del potasio y una
consecuente depresion de la excitabilidad neuronal (Nicoll y Madison 1982). Ademas,
el efecto hipnotico de la dexmedetomidina puede verse afectado por la modulacion del
movimiento del calcio a través de la membrana celular a nivel del SNC, debido a que se
ha demostrado que un uso de bloqueantes de los canales del calcio durante la
administracion de dexmedetomidina desarrollaba un mayor efecto hipndtico en ratas
(Horvath y cols. 1992). Aunque se ha comprobado que un incremento de la dosis de
dexmedetomidina puede generar un aumento de la hipnosis en conejos, en la especie
porcina se ha hallado recientemente un efecto “techo” (un incremento en la dosis no
produce un mayor efectosedante) tras el uso de una mayor dosis de dexmedetomidina

administrada en infusioén continua (Zornow 1991, Sano y cols. 2010).

Sistema cardiovascular

Los agonistas de receptores o, adrenérgicos ejercen su accion a nivel de tronco
del encéfalo y nucleos medulares, asi como en el hipotdlamo, para disminuir la
actividad del sistema nervioso simpatico. Ademas, inhiben la liberacion de
norepinefrina en las terminaciones periféricas de los nervios simpaticos gracias a la
activacion de los receptores o, inhibitorios (Timmermans y Van Zwieten 1982). El

efecto que ejerce la dexmedetomidina sobre el sistema cardiovascular presenta un
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caracter bifasico. Inicialmente existe un incremento ligero de la presion sanguinea
debido al efecto vasoconstrictor tras la activacion de los receptores o, adrenérgicos
localizados en la postsinapsis de la musculatura vascular lisa (subtipo a, B), el cual
deriva en una estimulacion de los barorreceptores y, consecuentemente, el desarrollo de
una bradicardia refleja. Seguidamente, se produce una reduccion de la presion
sanguinea debido al efecto periférico sobre los receptores a, adrenérgicos y a su accion
a nivel central sobre los centros reguladores del tronco del encéfalo (reduccion del flujo
simpatico), contribuyendo a la disminucion de la liberacion de catecolaminas
(norepinefrina, epinefrina) (Kallio y cols. 1989, Bloor y cols. 1992, Bajwa y

Kulshrestha 2013).

Sistema respiratorio

El mecanismo del efecto de la dexmedetomidina sobre el sistema respiratorio no
esta totalmente aclarado (Nishida y cols. 2002). Al existir evidencias de que las
neuronas encargadas de la funcion respiratoria y localizadas a nivel del tronco del
encéfalo presentan una modulacion inhibitoria debida, en parte, a receptores oy
adrenérgicos y mu opioides, era posible especular que ambos sistemas actuasen de
manera similar. No obstante, esta teoria fue rebatida por Sabbe y cols. (1994), ya que
después de administrar dexmedetomidina en la cisterna magna observaron que no se
producia ningln tipo de depresion respiratoria o somnolencia, como ya habia sido
descrito en otros estudios realizados anteriormente en perros. Estos autores sugirieron
que los a, agonistas adrenérgicos realizan su efecto sobre la respiracion a nivel caudal a
la cisterna magna y que la depresion respiratoria observada era debida mas a un efecto a
nivel sistémico que posiblemente por una redistribucion espinal (Sabbe y cols. 1994).

En los seres vivos, el uso de la dexmedetomidina genera una depresion respiratoria
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acompanada de una disminucién de la frecuencia respiratoria, una menor respuesta al
dioéxido de carbono e hipercapnia e hipoxemia moderadas, que normalmente va asociada
al efecto sedante del farmaco (Zornow 1991, Belleville y cols. 1992, Sabbe y cols.
1994, Bol y cols. 1997, Nishida y cols. 2002, Bettschart-Wolfensberger y cols. 2005,
Tamiya y cols. 2014). Sin embargo, hay cierta controversia sobre la depresion
respiratoria, pues Nguyen y cols. (1992) reportaron en un estudio realizado en perros
una mejora de la ventilacion tras un incremento en la dosis de dexmedetomidina sin
efecto alguno sobre la respuesta al didéxido de carbono. Previamente a este estudio, ya se
habia demostrado en ratas que la dexmedetomidina no tenia efecto alguno sobre la
respiracion, ya fuera debido a una menor produccioén de didxido de carbono o bien por

una mejora en la complianza de la cavidad toracica (Furst y Weinger 1990).

2.2.3. Dexmedetomidina en combinacion con

Alfaxalona

El uso combinado de la alfaxalona con agonistas de los receptores o
adrenérgicos ha sido estudiado con anterioridad en las diferentes especies. La
administracion conjunta de medetomidina con alfaxalona en infusiéon continua es
aplicable a potros para mantener una anestesia en condiciones de campo, aunque los
autores recomiendan suplementar con oxigeno (10 L/min) para prevenir el desarrollo de
hipoxemia (Goodwin y cols. 2013). Hansen y Bertelsen (2013) comprobaron en tortugas
que la inyeccion intramuscular de medetomidina en combinacién con alfaxalona
resultaba en un mayor efecto sedante y una anestesia mas prolongada, asi como una
reduccion en la sensacion nociceptiva periférica en comparacion con protocolos en los

que solo se administraba la alfaxalona. En hurones, el efecto analgésico de la alfaxalona
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no solo se ve potenciado con el uso de medetomidina, sino que ademas permite reducir
la dosis del anestésico, generando una estado compatible con una anestesia para

procedimientos de corta o media duracion (Giral y cols. 2014).

En perros, la administracion de dexmedetomidina, en comparacion con
acepromacina o metadona como farmacos para la fase de premedicacion, favorece el
uso de una dosis menor de alfaxalonadurante lainduccion, ademas de generar una
disminucién de la respuesta en el paciente tras la aplicacion del estimulo quirurgico
(Herbert y cols. 2012, Pinelas y cols. 2013). Asimismo, el uso de dexmedetomidina en
infusion continua junto a la alfaxalona, como protocolo de anestesia totalmente
endovenosa en perros, genera un plano anestésico fiable con una mayor calidad de la
recuperacion y sin prolongar el tiempo de la misma (Carmona y cols. 2014). La
combinacion de alfaxalona con dexmedetomidina y butorfanol en gatos se caracteriza
por producir una anestesia general de accion rapida y sin complicaciones que es
recomendada, segin los autores, para procedimientos quirirgicos menores en gatos
(Adami y cols. 2015). Sin embargo, en cerdos se ha observado que cuando la
dexmedetomidina se administra intramuscular con alfaxalona s6lo produce un estado de
sedacion, el cual es mucho mas potente y con menos excitacion en comparacion con el

uso de ketamina como agente anestésico (Santos y cols. 2015).
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3.MATERIALES Y METODOS
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3.1.  Experiencia 1: Efecto clinico de la
inyeccion intramuscular de alfaxalona sola o en

combinacion con dexmedetomidina

Este estudio fue aprobado por el Comité Institucional Local de Etica y Bienestar
Animal de la Universidad de Murcia, Espafia. Un total de 7 gatos experimentales
adultos (4 machos y 3 hembras) con un peso de 3.5 + 0.7 kg (media = DE) (rango 3.1 —
4.5) y una edad de 3.8 + 0.9 afos (rango 2.5 — 5) fueron utilizados en la experiencia 1.
Los gatos se encontraban sanos sobre la base de un analisis preanestésico exhaustivo, el
cual incluia un examen fisico y pruebas laboratoriales (hematologia y bioquimica). Los
gatos se alojaron en jaulas diferentes en una habitacion aislada y fueron alimentados con
una dieta comercial estandar. Se realizo un ayuno de comida de 12 horas previo al dia
del experimento aunque se mantuvieron con libre acceso a agua. La mafana de las

experiencias, se realiz6 una reevaluacion de su estado fisico.

Se realiz6 un test de potencia con el fin de determinar el nimero minimo de
gatos a emplear. Se consider6 que para detectar diferencias estadisticamente
significativas asumiendo un tiempo medio de 100 minutos y una desviacion estandar de
50 minutos para el parametro “tiempo de levantar la cabeza durante la recuperacion
(LH)”, con un nivel de significacion del 5% y un poder del 90%, se requerian siete

gatos para cada uno de los grupos de tratamiento en esta fase del estudio.
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3.1.1. Material

Los materiales y productos utilizados para la realizacién del presente trabajo, se

relacionan a continuacion:

3.1.1.1.  Fungible

- Agujas hipodérmicas.
- Jeringa Omnifix 5 mL; B Braun Medical, Espaia.

- 20G y 24G Cateter Vasofix Braun®.

3.1.1.2. Productos

- Alfaxan 10 mg/mL; Vétoquinol, Francia.

- Dexdomitor 0.5 mg/mL; Esteve, Espaiia.

- Solucidn de cloruro sodico 0.9% (B Braun Medical).

3.1.1.3.  Aparatos

- Forceps hemostatico Kelly.

- Fonendoscopio Littmann Classic II S.E, 3M, Espafia.

- Electrocardiograma Cardiocap II; Datex-Ohmeda, Finlandia.

- Doppler Ultrasonic Doppler flow detector; Model 811-BL; Parks Medical
Electronics Inc., OR, EEUU.

- PulsioximetroHeskaVetOx 4404; Sensor Devices Inc., WI, EEUU.

- Monitor Vet/cap 7000; Sensor DevicesInc®.
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3.1.2.  Método experimental

El estudio se disefi6 como una experiencia ciega, para ello, los gatos se
distribuyeron al azar por un método de asignacion por loteria. Para evitar interferencias
entre los estudios, se establecio un periodo de descanso entre cada experiencia realizada

en un mismo animal de almenos 15 dias.

Los animales se distribuyeron en tres grupos experimentales para recibir los

siguientes tratamientos:

*  Grupo Asrecibi6 alfaxalona por via intramuscular a dosis de 5 mg/kg (Alfaxan
10 mg/mL; Vétoquinol, Francia).

*  Grupo DyAsrecibié una combinacion de dexmedetomidina a 20 ug/kg
(Dexdomitor 0.5 mg/mL; Esteve, Espaiia) y alfaxalona a 5 mg/kg por via
intramuscular .

*  Grupo D4yAsrecibié una combinacion de dexmedetomidina a 40 ug/kg y

alfaxalona a 5 mg/kg por via intramuscular.

Todos los farmacos fueron mezclados en la misma jeringa (Omnifix 5 mL; B
Braun Medical, Espana) y diluidos hasta un volumen total de 3 mL con una solucion
decloruro sodico 0.9% (B Braun Medical). Todas las inyecciones se realizaron
lentamente a nivel de los musculos epaxiales lumbares. Un Unico observador (DR) fue
el encargado de realizar la recogida de datos, el cual tenia conocimiento acerca de los
métodos clinicos y los sistemas de puntuacion empleados en dicha experiencia pero que

desconocia el tratamiento administrado.
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Tras la administraciéon de los tratamientos (tiempo cero, t0), los gatos fueron
colocados en una habitacion aislada y tranquila, sin ningln tipo de distraccion o
estimulo. Los niveles de sedacion y/o anaestesia fueron evaluados en base a una escala
numérica modificada (Young y cols. 1990), obtenida mediante la suma de los valores de
seis parametros independientes (Tabla 2). La respuesta al sonido se realizé mediante el
choque de las dos manos cerca de las orejas de los gatos. El grado de la relajacion
muscular se evalué de manera subjetiva por medio de la flexiéon y extension de los
miembros toracicos. El reflejo palpebral se valord tras presionar gentilmente el canto
medial del ojo. El estimulo nociceptivo se realizd gracias al cierre de un hemostato
acolchado (forceps hemostatico Kelly) en uno de los dedos de los miembros posteriores.
La presion aplicada se aumentd de manera gradual hasta que el animal mostraba un
reflejo de retirada o bien hasta cerrar con el primer cierre del forceps (tiempo méximo
de aplicacion fueron 3 segundos). Basandose en la puntuacién total obtenida de estos
parametros, la sedacion fue clasificada como pobre (puntuacion de O - 3), media (4 - 6),
moderada (7 - 10) o profunda (11 - 15). Se obtuvo una puntuacién a los 5, 10, 15, 20,
30, 45, 60, 90, 120 y 150 minutos tras la administracion de los fArmacos. Durante esta
fase experimental, se realizaron intentos de intubacidn orotraquealen aquellos gatos que
mostraban una disminucion del tono muscular y con una sedaciéon con un valor mayor a
11. Se clasific6 como un estado de anestesia general cuando el nivel de sedacion y/o
anestesia alcanzaba un resultado por encima de 15 y habia sido posible realizar la

intubacion de la traquea en el individuo.
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Tabla 2. Escala numérica modificada (Young y cols. 1990) (rango de 0 = valor bajo hasta 4 = valor
alto) de seis parametros independientes utilizados para la puntuacion del grado de sedacion y/o
anestesia tras la administracion intramuscular de alfaxalona sola o en combinacion con
dexmedetomidina en gatos. La sedacion se consideré pobre (puntuacion total 0 — 3), media
(puntuacion total 4 — 6), moderada (puntuacion total 7 — 10) y profunda (puntuacion total 11 — 15).
Valores > 15 en gatos que pudieron ser intubados se considero como un estado compatible con

anestesia general.

PARAMETRO RESPUESTA VALOR
Posicion Se mantiene en pie y camina 0
Sedado, pero se mantiene en pie 1
Tumbado, pero reacciona rapidamente para levantarse 2
Tumbado, pero reccion lenta para levantarse 3
Tumbado, incapaz de levantarse 4
Resistencia a la posicion Fuerte 0
lateral Moderada 1
Leve 2
No hay resistencia 3
Respuesta al sonido Normal 0
Escucha y se mueve 1
Escucha y mueve solo orejas 2
Respuesta minima 3
No hay respuesta 4
Relajacion mandibular No hay 0
Moderada 1
Completa 2
Reflejo palpebral Normal 0
Deprimido 1
No hay reflejo 2
Respuesta al dolor Normal (reflejo de retirada con la minima presion del 0
hemostato)
Moderada (reflejo de retirada a mayor presion de 1
cierre)
Ligera (Reflejo de retirada con cierre completo 2
hemostato y mantenido durante 3 segundos)
Ausente 3
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Los tiempos transcurridos desde la administracion intramuscular de los
tratamientos (t0) hasta que se adoptaban las posiciones de decubito esternal (SRi) y
lateral (LR), asi como el tiempo de la intubacién orotraqueal fueron anotados. La
calidad de la intubacion fue valorada subjetivamente como 0O (no es posible), 1
(intubacion, reflejo laringeo minimo) o 2 (intubacion, ausencia de reflejo laringeo).
Después de realizar la intubacion, se registr6 el inicio del tiempo de anestesia quirtirgica
(OA), el cual se calculé como el tiempo trascurrido desde tO0 hasta que el animal no
respondia a ningin estimulo nociceptivo. El final de la anestesia (AR) se establecio en
el momento que el animal comenzaba a responder a la aplicacion del estimulo doloroso.
El tiempo comprendido entre OA y AR fue considerado como el tiempo de duracion de
la anestesia (AD). El tiempo de extubacion (ET) se definidé como el momento en el que
el tubo endotraqueal se retird tras observar un reflejo deglutorio positivo.
Adicionalmente, los tiempos requeridos para levantar la cabeza (LH), alcanzar posicion
de decubito esternal (SRr) y de levantada (ST) durante la fase de recuperacion también
fueron registrados. Todos los tiempos fueron determinados, como ya se apuntd, como el
tiempo transcurrido desde la inyeccioén de los farmacos (t0) hasta el momento en que

ocurria el evento especifico.

La frecuencia cardiaca (FC) fue determinada por auscultacion directa del
corazon mediante un fonendoscopio (Littmann Classic II S.E, 3M, Espana). Un
electrocardiograma de tres derivaciones (lead II) se utiliz6 como método para
monitorizar la actividad eléctrica del corazon y detectar posibles arritmias (Cardiocap
II; Datex-Ohmeda, Finlandia). La presion arterial sistolica se midid gracias al uso del
método no invasivo Doppler (Ultrasonic Doppler flow detector; Model 811-BL; Parks
Medical Electronics Inc., OR, EEUU), en la arteria digital palmar comun con una

manguito pediatrico (2 cm) colocado a una distancia de 2 centimetros por encima del
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carpo. La saturacion arterial de oxigeno en la hemoglobina (SpO;) se midi6 gracias a un
pulsioximetro y con la sonda colocada en un area no pigmentada y rasurada de la oreja
(Heska VetOx 4404; Sensor Devices Inc., WI, EEUU). La tension de didxido de
carbono al final de la espiraciéon (PE'CO,) y la frecuencia respiratoria (fr) se mostraron
por medio de un analizador de gas (Monitor Vet/cap 7000; Sensor Devices Inc.).
Ademas, la fr se registrd6 bajo observacion directa de los movimientos toracicos en
aquellos animales en los queno se pudo realizar la intubacion. La temperatura rectal (T%)
también fue registrada. Todos estos pardmetros se registraron a los 5, 10, 15, 20, 30, 45,

60, 90, 120 y 150 minutos tras la administracion de los farmacos.

Cualquier reaccion adversa tal como salivacion, emesis, miccidn, arritmias,
rigidez muscular, hiperquinesis, hipertension (definido como SAP > 160 mmHg) o

hipotension (SAP < 70 mmHg) fueron anotadas durante toda la fase experimental.
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3.1.3. Analisis estadistico

Los datos se expresan como la media + deviacion estdndar (X + DE) y mediana
(rango). Las pruebas estadisticas fueron realizados utilizando SPSS version 15.0 (SPSS

Inc., IL, USA).

La evaluacion de la normalidad de los datos recogidos fue analizada mediante la

evaluacion de los estadisticos descriptivos, histogramas y el test Kolmogorov-Smirnov.

Para aquellos parametros distribuidos normalmente (FR, SAP, SpO,, fg,
PE'CO,, T°, SR, LR, OA, DA, RA, ET, LH, SR y SR), se utilizaron los analisis

ANOVA de una via con un test de Tukey post-hoc.

Las variables con una distribucion no normal (calidad de la intubacion y el nivel
de sedacion y/o anestesia) estan expresados como la media y el rango y fueron
analizados por medio de la prueba de Kruskal-Wallis. Cuando dicha prueba revelaba
alguna diferencia estadisticamente significativa, se investigd una comparacion dual

gracias al test U de Mann—Whitney para dos muestras independientes.

Se considerd un valor de p < 0,05 para establecer diferencias estadisticamente

significativas.
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3.2. Experiencia 2: Estudio farmacocinético—

farmacodinamico

Este estudio fue aprobado por el Comité Institucional Local de Etica y Bienestar
Animal de la Universidad de Murcia, Espafia. Un total de 5 gatos experimentales
adultos (4 machos y 3 hembras) con un peso de 4.2 + 0.5 kg (media = DE) (rango 3.5 —
4.8) y una edad de 3.8 + 0.9 afos (rango 2.5 — 5) fueron utilizados en la experiencia 2.
Los gatos se encontraban sanos sobre la base de un analisis preanestésico exhaustivo, el
cual incluia un examen fisico y pruebas laboratoriales (hematologia y bioquimica). Los
gatos se alojaron en jaulas diferentes en una habitacion aislada y fueron alimentados con
una dieta comercial estandar. Se realizo un ayuno de comida de 12 horas previo al dia
del experimento aunque se mantuvieron con libre acceso a agua. La mafana de las

experiencias, se realiz6 una reevaluacion de su estado fisico

3.2.1. Material

Los materiales y productos utilizados para la realizacién del presente trabajo, se

relacionan a continuacion:

3.2.1.1.  Fungible

- Agujas hipodérmicas.

- Canulas intravenosas INSYTE® (22G x 1, 0,8 x 25mm).

- Jeringuillas de 2 mL recubiertas con 75 USP de heparina sddica.
- Tubos de ensayo de varias capacidades.

- Micropipetas de varias capacidades Gilson®.
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- Puntas para micropipetas de varias capacidades.

- Matraces aforados de varias capacidades.

- Matraces Erlemmeyer de varias capacidades.

- Vasos de precipitado de varias capacidades.

- Viales con tapon para autoinyector 8 x 40, 1 mL, Wheaton, USA.

- Filtros Millipore® tipo HV 0.45 um de didmetro de poro.

- Tubos Eppendorf 1.5 y 2 mL.

3.2.1.2.  Productos y reactivos

- Agua bidestilada.

- Agua oxigenada.

- Clorhexidina solucién (Desinclor).

- Hidroxido sdédico (Scharlau, Barcelona).

- Dansilhidrazina (Lote: BCBG7669V, Sigma Aldrich, Barcelona)
- Diclorometano (Scharlau, Barcelona).

- Tampon acetato de amonio (Fluka, Madrid).

- Heparina sodica 5% (ROVI).

- Acetonitrilo HPLC (Scharlau, Barcelona).

- Agua para HPLC (Scharlau, Barcelona).

- Alfaxan® (Vetoquinol, Ltd, Espafna)

- Alfaxalona (British Pharmacopoeia Chemical Reference Substance, Batch 2191,
London, UK)

- Pregnenolona (Lote 031M1880V, Sigma-Aldrich, Barcelona).
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3.2.1.3.  Aparatos

Agitador magnético SBS A-06.

Agitador de tubos HeidolphReax 2000.

Balanza de precision Sartorius BP121S, pesada entre 0.0001 y 120 g.

Centrifuga ALC modelo 4236.

Congelador Sanyo MDF ( - 45 °C).

SonicadorBranson 2200.

Bomba de vacio y equipo de filtracion Millipore®.

Frigorifico Electrolux® modelo ER 3818C.

Ordenador personal.

pHmetroCrisonDigit 501.

HPLC compuesto de:
" Bomba cuaternaria modelo LC-10Asvp (Shimadzu).
" Detector de fluorescencia de modelo RF-10Ax1 (Shimadzu).
" Autoinyector modelo SIL-10Advp (Shimadzu), con refrigeracion
por sistema Peltier.
" Desgasificador DGU 14A (Shimadzu).
" Modulo mezclador FCV-10AL-VP (Shimadzu).
" Horno para columnas CTO-10 ASvp (Shimadzu) con rango de
temperaturas 4-80° C.
" PC con el programa Shimadzu Class-VP Chromatography Data
System.
" Columna en fase reversa XBridge CI18 (3.5 um; 100 mm x 4.6
mm, Waters, Barcelona)

" Precolumnas con la misma composicion que la columna.
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3.2.2 Metodo experimental

Se utiliz6 una preparacion comercial de Alfaxalona (Alfaxan®,Vetoquinol, Ltd,
Espafia) reformulada y solubilizada con HPBCD. Todos nuestros animales se
engoblaron en un estudio prospectivo, con conocimiento del farmaco a administrar y
dividido en dos periodos. Los gatos fueron divididos en dos grupos en base a la ruta de

administracion del agente anéstésico y basado en un esquema cruzado:

- Grupo IV recibi6 alfaxalona intravenosa a una dosis de 5 mg/kg

- Grupo IM recibi6 alfaxalona intramuscular administrada a una dosis de 5 mg/kg.

Al menos dos horas previas a la realizacion de los experimentos y a modo de
reducir el estrés debido al manejo del animal, se utilizaron una cdmara de induccion y
una mascarilla facial conectadas a un circuito anestésico T de Ayre para inducir y
mantener una breve anestesia con sevoflurano con el fin de colocar un catéter (20G
CateterVasofix Braun®) en la vena yugular, y disponer asi de acceso venoso directo
para extraer de manera repetida muestras de sangre del volumen adecuado. Ademas, se

colocd un catéter (22G Catéter Vasofix Braun®) en la vena cefalica derecha.

El volumen total de la dosis de farmaco se administr6é via intravenosa de forma
manual a una velocidad constante durante 60 segundos, considerando el final del mismo
como tiempo 0 (t0). La inyeccidn intramuscular de alfaxalona se realiz6 lentamente (en
torno a 1 minuto) en la musculatura epaxial (musculos lumbares dorsales) mientras un
técnico sujetaba al animal entre sus brazos con el minimo estrés. Toda la fase
experimental fue realizada en una habitacion aislada y a una temperatura ambiental

constante.
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Una vez la alfaxalona fue administrada (t0), los gatos se posicionaron sobre una
manta colocada encima de una mesa. Tan rapido como el animal adoptaba una posicion
esternal (SRi) y después de haberse sentado (SiT), se realizaron varios intentos suaves
de posicionarlo en decubito lateral (LR) a intervalos regulares de 1 minuto. Ademas, los
tiempos durante la fase de recuperacion en levantar la cabeza (LH), posicionarse en
decubito esternal (SRr) y levantarse (ST) también fueron registrados de modo similar a

lo realizado en la experiencia 1.

Para el estudio farmacocinético, las extracciones de sangre se tomaron a traveés
de la vena yugular (en situacion contralateral al lado de acceso cefalico, en el grupo IV)
a los siguientes tiempos: blanco (anterior a la administracién), 2, 4, 6, 8, 10, 15, 30, 45,
60, 120, 240, 360 y 480 minutos desde la administracion del farmaco. Las muestras de
sangre eran de un volumen de 1 mL, y se recogieron en jeringas heparinizadas, para
posteriormente ser trasvasadas a tubos eppendorf. A continuacidén, las muestras de
sangre se sometian a centrifugacion durante 10 minutos a 3000 rpm para separar el
plasma. Una vez separado, éste se congelaba inmediatamente y, por duplicado, a -70°C

hasta el momento de realizar las determinaciones analiticas.

Para el estudio farmacodinamico se utilizoé de forma similar a la experiencia 1,
una escala numérica modificada (Young y cols. 1990) realizada en base ala suma de los
valores de los seis signos independientes para determinar el nivel de sedacion y/o de
anestesia alcanzado (Tabla 2). En base a esta escala y como ya se ha descrito, la
sedacion fue clasificada como pobre (puntuacion 0 - 3), media (puntuacion 4 - 6),
moderada (puntuacion 7 - 10) o profunda (puntuacion 11 - 15). Las puntuaciones
superiores a 15 se consideraron compatibles con un estado de anestesia si habia sido

posible realizar la intubacionde la traquea en el individuo.
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3.2.3. Tecnica Analitica

Las concentraciones de alfaxalona en plasma fueron determinadas mediante un
método de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) modificado del descrito por

Visser y cols. (2000).

Los componentes utilizados del equipo cromatografico fueron los siguientes: una
bomba cuaternaria modelo LC-10 ASvp, un detector de fluorescencia modelo RF-10AxI
y un autoinyector modelo SIL-10 ADvp (Shimadzu, Kyoto, Japén). El mencionado
equipo estaba conectado a un ordenador con el programa ShimadzuClass-VP

Chromatography Data System para el procesamiento de los datos.

Para la extraccion de alfaxolona del plasma, a 200 pL de plasma se le afiadieron
10 pL del estandard interno (pregnenolona 50000 ug/L; Sigma, Barcelona, Espafia),
tras agitacion se adicionaron 200 puL de acetonitrilo para provocar la precipitacion de las
proteinas de la muestra y se procedio a agitar de nuevo durante 30 s. Tras centrifugar a
3500 rpm durante 10 minutos, se recogid el sobrenadante y se transfirié a un tubo
limpio al que se adicionaron 100 uL de solucion de dansilhidrazina y 200 uL. de NaOH
2M, agitandose la mezcla durante 30 s. Posteriormente se sometid6 de nuevo a
centrifugacion a 3500 rpm durante 60 s y se almacend en condiciones de oscuridad y
temperatura ambiental durante 20-24 h. A continuacion se afiadieron 2 mL de NaOH 1
M y 2 mL de diclorometano y se agitdé durante 30 s, seguido de centrifugacién a 3500
rpm durante 15 minutos. La fase acuosa se eliminé mediante succidon con micropipeta, y
la remanente se elimind mediante congelacion. La fase organica se transfirid a tubos de

cristal limpios y fue totalmente desecada bajo una suave corriente de nitrogeno en un
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sistema al vacio. El residuo se disolvio en 250 uL de fase movil, de los que 50 uL

fueron inyectados en el sistema de HPLC.

La determinacion cromatografica se llevo a cabo en una columna C18 XBridge en
fase reversa (3.5 pm; 100 mm x 4.6 mm, Waters, Barcelona, Spain), con un volumen de
inyeccion fijado en 50 ul. Los viales del autoinyector y la temperatura de la columna se
mantuvieron a 5°C. La fase movil estaba constituida por acetonitrilo (52%) y tampon
acetato amonico 25 mM (pH 3.7) (48%), usando un método isocratico y con una velocidad
de flujo de 1.0 mL/min. El tiempo de retencion de alfaxolona fue de aproximadamente 16
minutos y el de pregnenolona (patron interno) de 23 minutos. La deteccion por
fluorescencia se llevo a cabo a una longitud de onda de excitacion de 332 nm y de emision

de 516 nm.

3.2.3.1. Validacion de la técnica

Linealidad

Las curvas de calibrado se prepararon con 7 concentraciones diferentes entre 10
y 1000 pg/L usando plasma de gatos sanos sin tratamiento alguno. Las curvas estdndar
se obtuvieron por regresion lineal, sin ponderacion, del area de los picos obtenidos
frente a concentraciones conocidas de alfaxolona. Cada punto se establecié de un
promedio de seis determinaciones. El coeficiente de correlacion (r) fue > 0.98% para las

curvas de calibrado.

Las soluciones estdndar de alfaxolona se prepararon mediante diluciones
seriadas en tampon fosfato hasta alcanzar concentraciones finales de 10, 25, 50, 100,

250, 500 y 1000 pg/L. Los controles se prepararon a partir de un pool de blancos de
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plasma con cantidades conocidas de alfaxolona para alcanzar concentraciones similares.

Las alicuotas de plasma se almacenaron a — 70 °C hasta su procesamiento.

Las alicuotas de los estandares, controles y muestras fueron procesadas como se

describe anteriormente y se inyectaron 50 uL en el sistema cromatografico.

Recuperacion

Los porcentajes de recuperacion se determinaron comparando las areas de los
picos de los controles con las distintas concentraciones de farmaco, con las areas de los
picos de los estandares a las concentraciones correspondientes preparados con tampon

fosfato. Cada punto se establece a partir de un promedio de seis determinaciones.

Precision

La media (X £ DE) de las recuperaciones para el plasma, inter-dia e intra-dia,
fueron de 98.7 £ 0.18 y 99.6 £ 0.12 %. La precision del ensayo se evalud expresando la
desviacion estandar relativa (RDS) como un porcentaje del valor medio. La precision
intra-dia se estimé mediante el analisis, en el mismo dia, de seis muestras repetidas de
tres concentraciones estandar usadas para las curvas de calibrado (RSD < 8%). La
precision inter-dia se estim6 mediante el andlisis de tres concentraciones estandar

durante tres dias consecutivos (RSD < 10%).

Limite de cuantificacion y deteccion

El limite de detecciéon de alfaxolona en plasma se ha establecido para la
concentracion mas baja que se ha podido detectar diferenciandola del ruido de fondo del

aparato. El limite de cuantificacion se ha establecido para el nivel de concentracion mas
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bajo utilizado en las curvas de calibrado y para el que el RSD es menor al 15%. De esta
forma, el limite de deteccion resulta ser de 3.279 ug/L y el limite de cuantificacion de

10 pg/L.

3.2.3.2. Analisis Farmacocinético

Una vez obtenidas las concentraciones de alfaxolona en plasma a los diferentes
tiempos de extraccion tras las administraciones intravenosa e intramuscular, se han
ajustado los datos a modelos no compartimentales. Los parametros no compartimentales
se calcularon de acuerdo con la teoria de los momentos estadisticos (Riegelman y
Collier, 1980; Gibaldi y Perrier, 1982), utilizando el programa informatico WinNonlin
Professional® (version 5.0). El area bajo la curva de concentracién plasmatica-tiempo
(AUC,s) desde tiempo O hasta el altimo tiempo de muestreo experimental (tj,s) con
concentraciones mensurables (Ci,gt) se estim6 usando la aproximacion linear/logaritmica
trapezoidal (AUC.). El area desde tg a infinito se estimé como Cey/ke;, donde ke
representa la constante de la fase terminal de eliminacion y Cgy es la concentracion
estimada en el ultimo tiempo, y sumada con AUC, para dar un estimacion del AUC,..
total. El tiempo medio de absorcion (MAT) se determind también tras la administracion
intramuscular (MAT= MRT;y — MRT}y) y la biodisponibilidad (F) que se ha calculado
relacionando las areas totales bajo las curvas de concentracion plasmatica obtenidas por
el método trapezoidal, tras la administracion extravascular (intramuscular) e

intravenosa.

F:(AUC[M/D[M)/ (AUC/V/D/V) : 100
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3.2.4. Analisis estadistico

El software utilizado para dicho experimentofue mediante el paquete de analisis
estadistico SPSS+ version 19.00, USA, 2010 y STATGRAPHICS Plus (version 5)

Manugistics, Inc., Rockville, USA.

Para el desarrollo de este trabajo se han llevado a cabo una serie de estudios
estadisticos con el fin de obtener los estadigrafos mas importantes y de evaluar la

homogeneidad de los datos utilizados.

Asi, para verificar la homogeneidad de las distintas concentraciones obtenidas
para cada tiempo de extraccion, se ha utilizado el test de Kolmogorov-Smirnov,
mediante el cual se ha comprobado el ajuste de dichas concentraciones a la distribucion
normal. También se ha utilizado esta prueba para verificar la existencia o no de
diferencias entre los valores de los distintos parametros farmacocinéticos obtenidos para

un mismo modelo de ajuste, considerando ambas vias de administracion de alfaxolona.

Las posibles diferencias existentes entre las distintas curvas farmacocinéticas
experimentales, correspondientes a una misma via de administracion se han
determinado con el test de Wilcoxon. Para detectar la existencia o no de diferencias
estadisticamente significativas entre los pardmetros farmacocinéticos obtenidos entre las
distintas vias de administracion se han utilizado métodos paramétricos, test t-student, y

métodos no paramétricos, test de Wilcoxon.

Para el estudio farmacodinamico, el analisis estadistico de los datos con
distribucion normal (SiT, SRi, LR, LH, SRt y ST) se realiz6 mediante la prueba T

parados muestras independientes. Los pardmetros sin una distribucién normal (nivel de
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sedacion y/o anestesia) se analizaron mediante el test de Kruskal-Wallis. Cuando se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas, se analizaron las comparaciones

gracias a la prueba de Mann-Whitney para dos muestras independientes.

Se considerd un valor de p < 0,05 para establecer diferencias estadisticamente

significativas.
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4.1. Experiencia 1: Efecto clinico de la inyeccion
intramuscular de alfaxalona sola o0 en

combinacion con dexmedetomidina

Efecto clinico

En todos los gatos se evidencié un efecto clinico de sedacioén y/o anestesia que
se considerd compatible con una absorcion efectiva de la alfaxalona tras su inyeccion
intramuscular. Un tnico gato en el grupo Asalcanzd un estado de anestesia general con
una duracion total de al menos 35 minutos. El resto de gatos en este grupo consiguieron
puntuaciones compatibles con una sedacién variable que oscild6 de moderada a
profunda. Los niveles de sedacion fueron significativamente mas elevados (de manera
dosis dependiente) en los grupos DypAs y DaoAs. Por su parte, los animales que
recibieron dexmedetomidina consiguieron alcanzar un estado compatible con anestesia
general (Tabla4). En cuanto al nivel de sedacion y/o anestesia, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos As y DpAs a tiempos t10
(»=0.026), t30 (p =0.007), t45 (p=0.001) y t60 (p =0.001); entre los grupos As y
D4oAs desde t5 hasta t60 (p =0.001); y entre los grupos D2pAs y D4oAs a tiempos t10

(p=0.038), t15 (p = 0.038), t60 (p = 0.02) y t90 (p = 0.014).

Intubacion

En el grupo As s6lo dos animales (2/7) pudieron ser intubados, uno de ellos con
una valoracidn del nivel de sedacion y/o anestesia mayor de 11. Por su parte, todos los
gatos incluidos dentro de los grupos DjoAs yDsoAs pudieron ser intubados. La

56



Tesis Doctoral: Resultados

intubacion resultd significativamente mas facil en los gatos del grupo D4pAs que en los

grupos As (p = 0.033) y D2pAs (p = 0.037).

Duracion de la anestesia

El inicio de la anestesia fue significativamente mas rapido (p =0.027) y de
duracion mas prolongada (p = 0.002) en el grupo D4yAs comparado con el DypAs (Tabla
3). Asi mismo, el tiempo de extubacion de los gatos del grupo DgoAs fue
significativamente mas prolongado que para el grupoAs (p =0.011). Los tiempos LH,
SRr y ST fueron clinicamente mas cortos en el grupo As en comparacion con los otros

dos grupos, aunque no hubieron diferencias estadisticamente significativas.

Parametros hemodinamicos

Los datos de los parametros cardiorespiratorios estan recogidos en la Tabla 6.
Los valores medios de FC en el grupo donde se administrd exclusivamente alfaxalona
fueron significativamente mas elevados en comparacion a los observados para los
grupos DyoAs y DgoAs a tiempos t5 (p =0.027, p =0.015), t10 (»p =0.01, p =0.001),
t15, t20, t30, t45 y t60 (p <0.001, p <0.001), respectivamente. La SAP en el grupo
D4oAs fue significativamente mas elevada a tiempos t10 (p =0.002, p =0.016), t15
(»=0.023, p=0.011) y t20 (p <0.001, p=0.021) en comparacion a los valores
obtenidos para los grupos As y DyAs, respectivamente. Ademads, la SAP a tiempo t30
fue significativamente mas baja en el grupo As frente a los grupos DyAs (p =0.036) y

D40A5 (p = 0002)
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Tabla 3. Tiempos en esternal (SRi) y lateral (LR); inicio (OA), duracion (AD) (tiempo entre OA y AR), fin de la
anestesia (AR), levantar la cabeza (LH), esternal (SRr) yen estacion (ST) expresado como media (X + DE) tras la
administracion intramuscular de 5 mg/kg alfaxalona (A4s), 5 mg/kg alfaxalona con 20 ug/kg (D:yAs) o 40 ug/kg

dexmedetomidina (DAs) en gatos (n = 7).

Tiempo (minutos)

Grupo SRi LR OA AD AR LH SRr ST

As 28+1.6 74+49 56+24%  71.9+£21.5*° 81.1+17.8*°
D,oAs 1.9+2.1 3.7+2.7 247+ 152%  49.13+24* 73.9+27.6° 134.7+33.9° 139.3+33.8 147.9+38.1°
D4oAs 1.6+0.8 3+£0.9 9+6° 103.1+£28.1° 112.1+£283% 153+£152° 156.6+13.9° 166.1 +11.6°

“Significativamente diferente del valor tras alfaxalona (5 mg/kg) con dexmedetomidina a 40 ug/kg(p < 0.05).
®Significativamente diferente del valor tras alfaxalona (5 mg/kg) con dexmedetomidina a 20 pg/kg(p < 0.05).
‘Significativamente diferente del valor tras alfaxalona (5 mg/kg) (p < 0.05).
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Tabla 4. Nivel de sedacion (rango: 0 = no sedacion, 20 = maxima sedacion) durante el tiempo de la experiencia

(minutos) en gatos (n = 7) expresado como la mediana (rango) tras la administracion intramuscular (tiempo cero)
de alfaxalona a 5 mg/kg (As), alfaxalona (5 mg/kg) con dexmedetomidina a 20 ug/kg (D,yAs) y alfaxalona (5 mg/kg)

con dexmedetomidina a 40 ug/kg (D ,As).

Tiempo (minutos)

Grupo 5 10 15 20 30 45 60 90 120 150
As 7 (3 - 10)° 9(3-14®  10(7-16" 11 (8-16°" 11(9-16*" 10(5 -13)*® 8(3-11)*
3
D20As 102 -17) 14(7 -18*  15(7—18)" 15(6-18)  16(13—18)°  17(14—18)° 16(14 -18)* 15(13 -17)* 14(11 -17) 9 (4 -15)
D4oAs

16 (12-18)° 17(15-18)> 18(16 -18)° 18(17—18)° 18(17—18)> 18(18—18)> 18(18—18)> 17(16-18)° 15(12—18) 13 (4—18)

“Significativamente diferente del valor tras alfaxalona (5 mg/kg) con dexmedetomidina a 40 pg/kg(p < 0.05).
®Significativamente diferente del valor tras alfaxalona (5 mg/kg) con dexmedetomidina a 20 pg/kg(p < 0.05).
‘Significativamente diferente del valor tras alfaxalona (5 mg/kg) (p < 0.05).
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Parametros respiratorios

La fr fue significativamente mas baja a tiempos t20 (p = 0.045) y t30 (p = 0.014)
en el grupo As frente a los valores medios obtenidos para el grupo D4gAs. Los niveles de
SpO, permanecieron dentro de valores por encima del 90% en todos los gatos de los
grupos As y DyoAs, aunque se observaron valores por debajo dicho nivel (hasta de un

87%) en el periodo comprendido entre los tiempos t15 y t60 en el grupo D4pAs.

Tabla 5. Incidencia de efectos adversos (se indica numeros de animales y porcentaje) durante la fase de
recuperacion tras la administracion intramuscular de 5 mg/kg de alfaxalona (A4s), 5 mg/kg de alfaxalona

con 20 ug/kg (DxAs) o 40 ug/kg de dexmedetomidina (D ,As) en gatos (n = 7).

Disforia Voémito Ataxia Hiperquinesis Miccion Salivacion
As 1(14.28%) 0 2(28.57%) 0 0 0
AsDyg 0 2(28.57%) 0 0 0 0
AsDyo 0 1(14.28%) 1(14.28%) 2(28.57%) 1(14.28%) 1(14.28%)

Efectos adversos

Los efectos adversos (Tabla 5) que se observaron durante la fase de recuperacion
consistieron en un caso de disforia y un periodo corto de ataxia en dos de los gatos del
grupo As. En el grupo DyoAs s6lo se produjeron dos episodios de vomitos. Las
reacciones adversas encontradas en el grupo D4pAs fueron un caso de vomito en un
unico animal, miccidon y ataxia prolongada con hiperquinesia en otro animal Yy,
finalmente, salivacion e hiperquinesia en un tercer sujeto. El resto de animales

mostraron una recuperacion suave y progresiva sin ningun tipo de excitacion.
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Tabla 6. Valores de los valores hemodinamicos y temperatura rectal medidos desde 5 hasta 150 minutos en siete gatos
tras la administracion intramuscular de alfaxalona a 5 mg/kg (4;), alfaxalona (5 mg/kg) con dexmedetomidina a 20 ug/kg
(D1yAs) y alfaxalona (5 mg/kg) con dexmedetomidina a 40 ug/kg (D.As).

Tiempo (minutos)

Parametro Grupo 5 10 15 20 30 45 60 90 120 150
FC As 194£23*°  180+31*°  181£19™  169+20*"  173+£25*"  184+20*° 190+30*°
o  (lat/min) DyAs  160£2° 141420° 132422° 122+13°  111x15°¢ 104+14° 99+15¢ 104417 100+15 97+18
DyAs  156+23¢ 126+12° 12349¢ 1374£27° 117+9¢ 11349¢ 106+8° 102+7 98+7 103+15
fr As 468 3948 3848 34+7° 2944° 29+10 2949
(resp/min") DyAs  43%14 37+7 366 36+5 35+5 3145 30+6 2743 24+5 29+5
DyAs 48+10 49+9 46+10 41+4° 374+4° 3645 3344 3244 2945 3045
SAP As 103+15° 122+18* 114+8° 115+11*° 122419 124424
(mm Hg) D3As 1157 120+20° 135+23* 142423° 136424 129422 115426 109422 121+44
DyoAs 15512 16116 138426  157+16° 146425 141423 126423 114+20 113432
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SpO, As
(%) D30As
DyAs

T° As
(&) D30As
DyAs

PE'CO, As

(mm Hg) D3As

DyAs

FC, frecuencia cardiaca; fg, frecuencia respiratoria; SAP, presion arterial sistolica; SpO,, saturacion en oxigeno de la hemoglobina; T?, temperatura rectal; PE'CO,, presion

38.4+0.3

38.3£0.6

38.8+0.8

97+ 1

88 +4

91+£3

38.3+0.4

38.2+0.8

38.8+0.9

24+1

177

de dioxido de carbono al final de la espiracion.
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Significativamente diferente del valor tras alfaxalona (5 mg/kg) con dexmedetomidina a 40 pg/kg(p < 0.05).
*Significativamente diferente del valor tras alfaxalona (5 mg/kg) con dexmedetomidina a 20 pg/kg(p <0.05).
“Significativamente diferente del valor tras alfaxalona (5 mg/kg) (p < 0.05).
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4.2. Experiencia 2: Estudio farmacocinético—

farmacodinamico

4.2.1. Estudio Farmacocinético

Administracion intravenosa de Alfaxalona

Los valores de concentraciéon plasmatica de alfaxalona obtenidos tras la
administracion intravenosa de Alfaxan® (alfaxalona solubilizada con 2 — hidroxipropil -

[ - ciclodextrina) en gatos a dosis equivalente a 5 mg/kg de peso vivo se muestran en la

Tabla 7. En todos los casos, se observa como se produce un marcado descenso de estas
concentraciones durante los primeros treinta minutos tras su administracion. Este

descenso se hace mas lento a partir de ese tiempo.

La evolucién de los valores medios de concentracion plasmatica de alfaxalona a
los distintos tiempos de extraccion, se muestra en el Grafico 1. En la Tabla 7 se
muestran dichos valores junto con diversos estadisticos. Con respecto al coeficiente de
variacion, Wagner (1983) indic6 que en los ensayos farmacocinéticos, cuando los
valores de concentracion plasmadtica se distribuyen normalmente, los coeficientes de
variacion que se obtienen, oscilan entre el 25% y 75%. Estableciendo que el nimero de
animales idoneo a utilizar en estos estudios debe estar comprendido entre 5 y 20. En
este estudio se han obtenido valores inferiores al 31 % en todas las extracciones, salvo
en las correspondiente a las 1.5, 2 y 4 horas, en las que se supera este valor. A pesar de
ello, el valor mas alto obtenido (51.69%), result6 muy inferior al 75% que Wagner
(1983) considera como normal, por lo que a priori los datos obtenidos en este estudio

resultan validos.
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Grdfico 1. Concentraciones plasmaticas (ug/L) (media£DE) de alfaxalona tras su
administracion intravenosa (IV) e intramuscular (IM) a una dosis unica de 5 mg/kg en

gatos (n=5).
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No obstante, y con el fin de confirmar dicha suposicion, se realizo el test de
Kolmogorov-Smirnov entre todos los valores de concentracion plasmatica de alfaxalona
obtenidos en los diferentes animales para un mismo tiempo de extraccion. Los
resultados de este test se muestran en la Ultima columna de la Tabla 7, donde puede
apreciarse que el nivel de significacion es elevado para todos los tiempos de extraccion,
excepto para las extracciones realizadas a los 6 y 15 minutos que resultan algo mas
bajos. Por tanto, queda igualmente comprobado el buen ajuste de las concentraciones
obtenidas a la distribucion normal. De esta forma, la homogeneidad de los datos
obtenidos no solo es suficiente, sino que esta plenamente probada, por lo que no resultd

preciso incrementar el nimero de animales utilizados en esta parte del estudio.

64



Tesis Doctoral: Resultados

En la Tabla 9, se muestran los resultados del estudio farmacocinético no
compartimental, obtenidos mediante el programa WinNonlin Professional (version 5.0),
tras ajustar los datos de concentracion plasmatica-tiempo al modelo 201,
correspondiente a una administracion intravenosa en bolus. En dicha tabla aparecen los
valores de el area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo (AUC), area bajo la
curva del segundo momento estadistico (AUMC) y tiempo medio de residencia o primer
momento estadistico (MRT), que corresponden a los distintos momentos estadisticos de
la curva de disposicion, asi como los valores de la constante hibrida de disposicion lenta

(24 ,), el tiempo de vida media o semivida (t;,,), la concentracion plasmatica inicial

tedrica (Cyp), el aclaramiento plasmatico (Cl), el volumen aparente de distribucién en
estado estacionario (V) y el volumen aparente de distribucion en funcion del area bajo
la curva (V,). Las medias de dichos valores, asi como los estadisticos mas relevantes y
los resultados de la aplicacion del test de Kolmogorov-Smirnov, aparecen en la ltimas
columnas de la Tabla 9. Como se puede observar, todos los pardmetros muestran unos
coeficientes de variacion y unos niveles de significacion dentro de los niveles

considerados adecuados por Wagner (1983).

65



Tabla 7. Concentraciones plasmaticas experimentales (ug/L), estadisticos de las concentraciones obtenidas y valores de significacion para

el test de Kolmogorov-Smirnov (NS) en gatos (n = 5) tras la administracion intravenosa de alfaxalona a una dosis de 5 mg/kg.

DE: Desviacion estandar, EE: Error estandar; CV: Coeficiente de Variacion, NS: Nivel de significacion

Tiempo Gato 1 Gato 2 Gato 3 Gato 4 Gato 5 Media DE EE Cv NS
0.033 h. 5084.4 4979.4 4377.1 4936.9 5005.7 4876.70 284.41 127.19 583 0.858
0.067 h. 3480.8 4829.1 4718.5 4244.1 4492.8 4352.89 536.69 240.01 12.33 0.961

0.1h 2840.5 4198.9 3646.4 3699.8 3859.3 3648.89 500.71 223.92 13.72 0.766
0.16 h. 2814.1 3567.5 3251.3 3360.5 3379.1 3274.45 281.39 125.84 8.59 0.868

3 0.25 h. 2128.5 2660.3 2610.5 2485.3 2527.4 2482.30 209.29 93.60 8.43 0.739
0.50 h. 2048.9 29259 2737.4 1531.9 2706.6 2390.15 583.07 260.85 24.40 0.936
0.75 h. 1174.7 2018.3 2201.5 1057.6 1807.4 1651.90 510.24 228.19 30.89 0.962
1.00 h. 751.7 1171.1 827.8 584.9 1066.3 880.36 237.55 106.24 26.98 0.995
1.50 h. 414.9 804.8 258.6 292.1 707.3 495.56 247.26 110.58 49.90 0.957
2.00 h. 204.2 508.4 186.9 345.9 432.4 335.56 140.28 62.74 41.81 0.961
4.00 h. 22.5 85.1 15.3 35.2 59.5 41.52 25.20 11.27 51.69 0.972
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Tabla 8. Concentraciones plasmaticas experimentales (ug/L), estadisticos de las concentraciones obtenidas y valores de significacion para

el test de Kolmogorov-Smirnov (NS) en gatos (n = 5) tras la administracion intramuscular de alfaxalona a una dosis de 5 mg/kg.

DE: Desviacion estandar, EE: Error estandar; CV: Coeficiente de Variacion, NS: Nivel de significacion

Tiempo Gato 1 Gato 2 Gato 3 Gato 4 Gato 5 Media DE EE Cv NS
0.033 h. 388.7 112.9 2239 124.5 269.7 223.95 113.42 50.72 50.65 0.980
0.067 h. 420.3 358.5 490.7 753.4 430.7 490.72 154.15 68.94 31.41 0.859
0.1 h 941.3 655.5 653.6 750.6 266.9 653.57 245.82 109.94 37.61 0.759
2 0.16 h. 1063.9 843.6 876.7 1054.1 545.1 876.67 210.69 94.22 24.03 0.940
0.25 h. 1234.8 909.1 1033.9 1297.5 694.3 1033.92 245.33 109.71 23.73 0.992
0.50 h. 1066.4 997.3 981.8 927.9 935.8 981.85 55.72 24.92 5.67 0.991
0.75 h. 1215.7 975.3 997.1 921.4 876.6 997.15 130.93 58.55 13.13 0.853
1.00 h. 1085.3 851.9 940.7 944.9 880.7 940.70 90.02 40.26 9.57 0.823
1.50 h. 763.1 793.9 776.2 666.4 881.4 776.20 76.82 34.36 9.90 0.950
2.00 h. 514.7 809.7 652.6 545.4 740.5 652.57 125.41 56.09 19.22 0.985
4.00 h. 111.8 313.9 211.2 177.3 241.8 211.20 75.02 33.55 35.52 1.000
6.00 h 54.2 76.6 91.2 63.6 170.4 91.20 46.41 20.76 50.89 0.824
8.00 h 23.9 28.7 32.9 29.2 28.67 3.69 1.85 12.88 0.964
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Administracion intramuscular de alfaxalona

La Tabla 8 muestra los valores de concentraciéon plasmatica de alfaxalona
obtenidos tras la administracion intramuscular de una dosis de 5 mg/kg de peso vivo en
gatos. Como se puede apreciar las concentraciones plasmaticas experimentales son
inferiores a las obtenidas tras la administracion intravenosa en todos los tiempos
ensayados hasta la hora posterior a la administracion, donde éstas se igualan. A partir de
ese momento permanecen mas elevadas durante el resto del periodo de muestreo. En
todos los gatos, tras la administracion intramuscular de este anestésico, la concentracion
del farmaco sigui6 una evolucion semejante a lo largo del tiempo con un aumento hasta
aproximadamente las 0.25 horas, y, posterior descenso de manera gradual y sostenida,

detectdndose concentraciones plasmaticas hasta las 8 horas.

La representacion grafica semilogaritmica de los valores medios de las
concentraciones plasmaticas (media = DE), obtenidos tras la administracion
intramuscular a los distintos tiempos de extraccion, aparece en el Grafico 1, junto a los

obtenidos tras la administracion intravenosa.

Los valores medios de las concentraciones plasmaticas de alfaxalona, junto con
los estadisticos de desviacion y los resultados de la aplicacion del test de Kolmogorov-
Smirnov se muestran en las ultimas columnas de la Tabla 8. Los coeficientes de
variacion obtenidos son inferiores al 38%, excepto el correspondiente al tiempo de
extraccion de 2 minutos y 6 horas (50.89 %), pero ain asi permanecen dentro del rango

establecido como aceptable por Wagner (1983).
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Para confirmar la homogeneidad de estos resultados y su ajuste a la distribucion
normal, se realizd un test de Kolmogorov-Smirnov entre todos los valores de
concentracion plasmatica de alfaxalona obtenidos en los diferentes animales, para un
mismo tiempo de extraccion. Los resultados de este test se muestran en la ultima
columna de la Tabla 8. Se aprecia que los niveles de significacion fueron muy elevados
a todos los tiempos, a excepcion del correspondiente a los 6 minutos, que resultd algo

mas bajo.

El resultado del estudio farmacocinético no compartimental, junto a los
estadisticos de desviacion y el test de Kolmogorov-Smirnov queda reflejado en la Tabla
10. Los resultados de dicho test demuestran un buen ajuste a la distribucién normal, ya

que en todos los parametros se obtienen niveles de significacion elevados.

Comparacion de los parametros farmacocinéticos de la alfaxalona

obtenidos tras su administracion intravenosa e intramuscular administrada

de forma unica

Para verificar la existencia de diferencias significativas entre la administracion
intravenosa ¢ intramuscular de alfaxalona se aplicaron  pruebas estadisticas
paramétricas (t de Student) y no paramétricas (test de Wilcoxon) a los parametros
farmacocinéticos obtenidos mediante el andlisis no compartimental. Los resultados de
este estudio se muestran en la Tabla 11. En esta tabla, se aprecia que tras la
administracion intravenosa e intramuscular de alfaxalona existen diferencias
significativas (p < 0.05) en la constante hibrida de disposicion lenta (A,), el tiempo de
vida media (t,), AUMC, tiempo medio de residencia (MRT) y en el volumen de

distribucion calculado en funcidn del area bajo la curva (V). Tras la administracion
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intramuscular de alfaxalona, la eliminacion se hace mas lenta debido a la influencia del
proceso de absorciéon provocando una distribucion mas amplia del farmaco, una
prolongacion de la vida media y del tiempo medio de residencia que resultan
estadisticamente significativos (p < 0.05). De hecho el tiempo medio de absorcion
(MAT) resulté ser superior al tiempo medio de residencia intravenoso (MRTyy)
indicando que la cinética de alfaxalona tras la administracion intramuscular en gatos
sigue un modelo "flip flop", donde la absorcion resulta ser el proceso limitante para la

eliminacion del farmaco del organismo.

La representacion grafica de las concentraciones plasmadticas e intramusculares
de alfaxalona muestran que los valores medios correspondientes a la administracion
intramuscular superan los de la intravenosa a partir de los 60 minutos, y son detectables
hasta el final del tiempo de muestreo (8 horas). Por el contrario, tras la administracion

intravenosa no se registraron concentraciones detectables a partir de las 4 horas (Grafico

).
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Tabla 9. Parametros farmacocinéticos no compartimentales obtenidos para cada animal, estadisticos de los parametros no
compartimentales y valores de significacion para el test de Kolmogorov-Smirnov (NS) en gatos (n = 5) tras la administracion intravenosa

de alfaxalona a una dosis de 5 mg/kg.

AUC: Area bajo la curva; AUMC: Area bajo la curva del primer momento estadistico; MRT: Tiempo medio de residencia; J.: Constante hibrida de disposicién lenta;

t:Az: Tiempo de vida media o semivida; Cy: Concentracion plasmatica inicial teérica; Cl: Aclaramiento plasmatico, Vss: Volumen aparente de distribucion en estado

L.

estacionario; V;: Volumen aparente de distribucion en funcion del drea bajo la curva.

Parametros Unidades Gato 1 Gato 2 Gato 3 Gato 4 Gato 5 Media DE EE Cv NS
Az h! 1.1652 0.6431 1.1654 1.0204 0.9906 0.9969 0.2136 0.0955 21.43 0.868

ty.z h 0.5949 1.0779 0.5948 0.6793 0.6997 0.7293 0.2007 0.0897 27.51 0.842

Co ug/L 7426.78 5134.48 4377.10 5742.79 5578.09 5651.85 1124.36 502.83 19.89 0.866
AUC ug-h/L 2708.89 4458.56 3174.15 2766.95 3819.28 3385.57 745.77 333.52 22.03 0.979
AUMC ug~h2/L 1912.64 5282.59 2036.38 2180.19 3409.89 2964.34 1427.84 638.55 48.17 0.928
MRT h 0.7061 1.1848 0.6416 0.7879 0.8928 0.8426 0.2131 0.0953 25.29 0.979

Cl L/kg/h 1.8458 1.1214 1.5752 1.8070 1.3091 1.5317 0.3139 0.1404 20.49 0.980

Vs L/kg 1.3032 1.3287 1.0106 1.4238 1.1688 1.2470 0.1606 0.0718 12.87 0.950

\ L/kg 1.5840 1.7439 1.3517 1.7709 1.3215 1.5544 0.2115 0.0946 13.60 0.953
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Tabla 10. Parametros farmacocinéticos no compartimentales obtenidos para cada animal, estadisticos de los pardametros no
compartimentales y valores de significacion para el test de Kolmogorov-Smirnov (N.S.) tras la administracion intramuscular de
alfaxalona a una dosis de 5 mg/kg.

AUC: Area bajo la curva; AUMC: Area bajo la curva del primer momento estadistico; MRT: Tiempo medio de residencia; MAT: Tiempo medio de absorcién;
A.: Constante hibrida de disposicion lenta; ty,),: Tiempo de vida media o semivida; Cy: Concentracion plasmatica inicial teorica,; Cl: Aclaramiento plasmatico,
Vss: Volumen aparente de distribucion en estado estacionario, Vz: Volumen aparente de distribucion en funcion del drea bajo la curva; F: Biodisponibilidad,;

Tmax: Tiempo maximo,; Cmax: Concentracion maxima.

Parametros Unidades Gatol Gato2 Gato3 Gato4 GatoS Media DE EE Cv NS
Az h! 0.6228 0.5605 0.4987 0.4829 0.4680 0.5266 0.0643 0.0287 12.20 0.866
ty,.z, h 1.1129 1.2366 1.3899 1.4352 1.4810 1.3311 0.1527 0.0683 11.47 0.914

AUC ug-h/L 2711.16 3336.02 3040.33 2767.16 3283.50 3027.63 286.68 128.20 9.46 0.971
AUMC ug~h2/L 4459.98 7372.47 6557.93 5616.52 8256.13 6542.60 1481.52 662.55 22.96 1.000
MRT h 1.6450 2.2100 2.1570 2.0297 2.5144 2.1112 0.3156 0.1411 14.95 0.989
MAT h 0.9389 1.0252 1.5154 1.2418 1.6216 1.2685 0.2661 0.098 12.34 0.988
ClI/F L/kg/h 1.8442 1.4988 1.6449 1.8669 1.5228 1.6635 0.1585 0.0709 9.53 0.948
V./F L/kg 2.9612 2.6739 3.2976 3.7414 3.2535 3.1855 0.3995 0.1786 12.54 0.995
tmax h 0.25 0.5 0.25 0.25 0.5 0.3500 0.1369 0.0612 39.12 0.822
Cmax ug/L 1234.8 997.3 1033.9 1297.5 935.8 1099.86 157.36 70.37 14.30 0.881
F % 100.08 74.82 95.78 100.00 85.97 91.32 9.73 4.23 11.3 0.891
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Tabla 11. Estudio comparativo paramétrico (t-Student) y no paramétrico (Mann-Whitney) entre los parametros farmacocinéticos no
compartimentales (media £ DE) en gatos (n = 5) entre las vias intravenosa (IV) e intramuscular (IM) tras la administracion de alfaxalona

a una dosis de 5 mg/kg.

NS: Nivel de significacién; AUC: Area bajo la curva; AUMC: Area bajo la curva del primer momento estadistico; MRT: Tiempo medio de residencia; 1.: Constante

hibrida de disposicion lenta, t,;,: Tiempo de vida media o semivida, Cl: Aclaramiento plasmatico; V;: Volumen aparente de distribucion en funcion del area bajo la

curva, F: Biodisponibilidad.

Parametros Unidad 1A% IM NS
Az h! 0.9969 +0.2136 0.5266 + 0.0643 p<0.05
tvaz h 0.7293 + 0.2007 1.3311+0.1527 <0.05
AUC ug-h/L 3385.57 + 745.77 3027.63 + 286.68 NS
& AUMC ng-h?/L 2964.34 + 1427.84 6542.60 + 1481.52 p<0.05
MRT h 0.8426 +0.2131 2.1112+0.3156 p<0.05
CI/F L/kg'h 1.5317 +£0.3139 1.6635 + 0.1585 NS
V./F L/kg 1.5444 + 02115 3.1855 + 0.3995 p=0.05
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Comparacion de la disposicion de la alfaxalona tras su administracion

intravenosa e intramuscular administrada de forma unica

El estudio comparativo entre los parametros farmacocinéticos no
compartimentales obtenidos tras la administracion intravenosa (IV) e intramuscular
(IM) de alfaxalona se encuentra en la Tabla 11. En las siguientes figuras, se aprecian
graficamente las diferencias existentes entre la vida media y tiempo medio de residencia
de ambos grupos. Se han detectado también diferencias significativas entre las
constantes hibridas de distribucion lenta (A,), momento 2 estadistico (AUMC) y

volumen de distribucion calculado en funcion del area bajo la curva (V).

Tiempo de vida media Tiempo Medio de Residencia

Tiempo (h)
Tiempo (h)

0-
v M AlvV AIM

Volumen de distribucion V,

V: (L/kg)

Estas diferencias son debidas a la influencia del proceso de absorcidon que sufre
la alfaxalona desde el punto de inyeccion intramuscular, que hace que la vida media y el
tiempo medio de residencia se prolonguen, lo que a su vez provoca una mayor
distribucion del farmaco en comparacion a lo que se observa tras su administracion

intravenosa en el gato.
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4.2.2. Estudio farmacodinamico

Reaccion tras la administracion

Ninguno de los gatos mostrd algun tipo de malestar o reaccion anomala durante

la administracion endovenosa e intramuscular de alfaxalona.

Duracion del efecto clinico

La duracion del efecto fue mas prolongada en todos los gatos tras la
administracion intramuscular (Tabla 12). Sin embargo, solo los tiempos SRi y LR
resultaron significativamente mas largos entre ambos grupos (p = 0,01, p < 0,01,

respectivamente).

Efecto clinico

La administracion intravenosa de alfaxalona indujo un efecto rdpido compatible
con un estado de anestesia general (> 15) a tiempos t5, t10 y t15. Posteriormente, se
observd un descenso brusco de estos efectos desde el minuto 20 hasta el final de la
experiencia, aunque se mantuvo en rango compatible con una sedacién profunda (11-
15) a tiempos t20 y t30. Tras la administracion intramuscular, el efecto se produjo de
manera mas lenta en comparacion al grupo IV. Se alcanz6é un nivel de sedacion
profunda a los 10 minutos, que fue mantenido durante 45 minutos. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos para este parametro a
tiempos t2, t5, t10 y t45 (p < 0.01; p < 0.01; p < 0.01; p = 0.02, respectivamente)

(tablal3).
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Reacciones adversas

Un gato de cada uno de los grupos (20%) exhibi6 signos de hiperquinesia

durante la recuperacion. El resto de animales no presentaron reacciones adversas.
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Tabla 12. Tiempos en sentarse (SiT), posicion esternal (SRi) y decubito lateral (LR) durante la fase de induccion, y levantar la cabeza
(LH), decubito esternal (SRr)y levantarse (ST) en minutos expresados como la media (X £ DE) tras la administracion intramuscular

(IM) o endovenosa (IV) (tiempo cero)de 5 mg/kgde alfaxalona en gatos (n = 5).

Tiempo (minutos)

Grupo SiT SRi LR LH SRr ST
IM 224+ 188 3.73 + 1.99° 6.12 + 0.90° 77.96 + 21.53 7931 +21.75 84.23 +20.24
1\ 0 0° 0° 58.19+11.32 60.20 + 10.65 65.88 + 22.70

*Significativamente (p < 0.05) diferente del valor tras alfaxalona endovenosa (5 mg/kg)

bSigniﬁcativamente (p < 0.05) diferente del valor tras alfaxlaona intramuscular(5 mg/kg)

sopejnsay :[ei0320(q SISa |



8.

Tabla 13. Nivel de sedacion (rango: 0 = no sedacion 20= sedacion maxima) durante el tiempo(minutos) de la experiencia en gatos (n = 5)

expresado como la mediana y su rango) tras la administracion intramuscular (IM) o endovenosa (IV) (tiempo cero) de 5 mg/kg de

alfaxalona.
Tiempo 2 5 10 15 20 30 45 60 90
M 0(0—1)° 6(4—11  125(6-13)" 13.5(7-16) 15 (7 - 16) 15(5 -13)  12.5(10-15" 10.5(6-14) 0(0—10)
v 10.5(9-11)° 17 (17)° 175(17-18)° 16(14-17) 12.5(12—16) 11.5(14—18) 8(4-10)° 4(0 -10) 0 (0)

*Significativamente (p < 0.05) diferente del valor tras alfaxalona endovenosa (5 mg/kg)

bSigniﬁcativamente (p < 0.05) diferente del valor tras alfaxalona intramuscular (5 mg/kg)
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Tesis Doctoral: Discusion

5.1. Efecto clinico de la inyeccion intramuscular de
alfaxalona sola o en combinacion con

dexmedetomidina

La presente Tesis Doctoral planteaba como hipotesis inicial que la
administracion exclusiva de alfaxalona por via intramuscular podria inducir en la
especie felina, un efecto de sedacion o de anestesia en grado variable; asi como que
dicho efecto podria incrementarse por la adicion de dexmedetomidina. Los resultados de
la primera parte de este estudio corroboran estas hipotesis. Asi se demuestra que la
administracion exclusiva de alfaxalona por via intramuscular fue efectiva para inducir
una sedacion moderada a profunda en la mayoria de animales. Por su parte, todos los
animales que recibieron combinaciones de alfaxalona y dexmedetomidina alcanzarén
estados compatibles con una anestesia general (14/14). Los parametros monitorizados a
nivel cardiorrespiratorio se mantuvieron dentro de niveles clinicamente aceptables y
estables en el grupo As, con minimos efectos adversos destacando una frecuencia
respiratoria disminuida y reacciones hiperquinéticas suaves durante la fase de
recuperacion. La incorporacion de dexmedetomidina, en los grupos DyAs y D4¢As
produjo los clasicos efectos a nivel cardiovascular, con caracter dosis dependiente,

ampliamente descritos para los sedantes agonistas de los receptores a, adrenérgicos.

La inyeccion intramuscular realizada sobre los musculos epaxiales lumbares fue
bien tolerada. Asi, durante la inyeccion, tnicamente un individuo mostrd signos de
dolor y comportamiento violento, probablemente derivado del temperamento agresivo

de este animal. Se ha descrito que la administracion intramuscular de la combinacion
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alfaxalona/alfadolona resulta menos efectiva cuando se inyectaba sobre el musculo
biceps en comparacion a la musculatura del cuadriceps (Evans y cols. 1972). Esta
diferencia ha sido atribuida a la presencia de una fascia entre el musculo abductor y el
biceps (Baxter y Evans 1973) que podria limitar la correcta absorcion de estos
anestésicos administrados por via intramuscular. Existen descripciones mas recientes
efectuadas en gatos premedicados con combinaciones de dexmedetomidina o de
dexmedetomidina/hidromorfona, que resefian la capacidad de inducir un plano de
anestesia superficial tras la inyeccion de alfaxalona a nivel de la musculatura del
cuadriceps derecho (Grubb y cols. 2013). No obstante, en esta experiencia se describe
que la mayoria de gatos (8/12) reaccionaron a la inyeccion intramuscular de alfaxalona,
incluso bajo sedacion, por lo que los autores no recomendaban la ruta de
administracion intramuscular para la alfaxolona (Grubb y cols. 2013). Por el contrario,
Ribas y cols. (2014) describieron que su administracion intramuscular a nivel de la
musculatura lumbar, junto a butorfanol producia una sedacion efectiva y estable en el
gato. Las diferencias encontradas entre estos estudios, referidos al grado de dolor
durante la administracion intramuscular de alfaxalona podrian relacionarse con las
diferencias anatomicas existentes a nivel de la musculatura empleada para la inyeccion.
En nuestro caso, la inyeccion efectuada a nivel de la musculatura epaxial lumbar no
provoco6 dolor resefiable en la mayoria de ocasiones, a pesar de lo elevado del volumen
de inyeccion, en linea a lo descrito por Ribas y cols. (2014), y permitié ademdas una

absorcion clinicamente efectiva de la alfaxalona.

Los resultados obtenidos demuestran asi mismo que la inyeccion exclusiva de
alfaxalona por via intramuscular era capaz de inducir un estado de sedacion variable, de
moderada a profunda, en la mayoria de casos (6/7); tnicamente un individuo (1/7)

alcanz6 durante la experiencia 1 un estado compatible con anestesia general. Estudios
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previos en los que se administré alfadolona/alfaxalona por via intramuscular en otras
especies, monos Yy tities, describieron la induccion de estados variables de sedacion o
anestesia con caracter dosis - dependiente (Box y Ellis 1973, Phillips y Grist 1975).
Estudios realizados en gatos con esta misma combinacion por Evans y cols. (1972),
describieron igualmente la induccién de sedacién profunda y, en algunos casos, de
anestesia util de cara a procedimientos menores. Sin embargo, el inicio y la duracion de
estos efectos en gatos, a dosis de alfadolona/alfaxalona de 12 — 18 mg/kg resultaba ser

dosis - dependiente y de efecto y duracion variables (Jones 1979).

En relacion a la nueva formulacion de alfaxalona introducida en el mercado
veterinario de manera relativamente reciente, son escasas las publicaciones acerca del
efecto derivado de su administracion intramuscular quizds, porque se encuentra
autorizada para uso exclusivamente intravenoso. No obstante, existen descripciones
previas que de manera similar a lo observado en nuestro estudio, describen efectos
variables de sedacion profunda y fiable o de anestesia general tras la administracion
intramuscular de alfaxalona en varias especies de mamiferos (Carpenter y cols. 2005,

Thomas y cols. 2012, Santos Gonzalez y cols. 2013, Giral y cols. 2014).

En nuestro estudio, la adicion de dexmedetomidina a las dos dosis utilizadas en
la experiencia 1, increment6 el efecto de la alfaxalona permitiendo en todos los casos
(14/14) la induccion de un estado compatible con anestesia general. Estos resultados,
coinciden con una publicacion reciente donde la anestesia resultante de la
administracion de alfaxalona y dexmedetomidina por ruta intramuscular se evaluo
mediante la monitorizacion del grado de incosciencia mediante determinacion del indice
biespectral (Grubb y cols. 2013). La potenciacion de la anestesia tras el empleo de

sedantes agonistas del adrenoreceptor a, es un hecho bien conocido en la practica de la
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anestesia veterinaria. Asi, en numerosos estudios clasicos efectuados en perros y gatos
sobre el efecto resultante de la administracion intramuscular de combinaciones de
ketamina y medetomidina describen la produccion de sedacion efectiva (Vahd-Vahe
1989), analgesia (Slingsby y cols. 1998) y/o anestesia caracterizada por una rapida
induccion y buena relajacion muscular (Verstegen y cols. 1989, Wiese y muir 2007),
acompanada de minimos efectos adversos en comparaciéon a la combinacion de xilacina
y ketamina (Verstegen y cols. 1990, 1991) o romifidina y ketamina (Belda y cols.
2009). Por su parte, Bouts y cols. (2011) obtuvieron una induccion rapida de la
anestesia junto a una recuperacion suave y sin efectos adversos, tras el empleo de
medetomidina en combinacion con alfaxalona en ualabies. Ademas, en los grupos
donde se administr6 dexmedetomidina, el efecto anestésico alcanzado mostré una
intensidad creciente de caracter dosis - dependiente, que resultd significativo en cuanto
a la rapidez de inicio de accidn, duracion de la anestesia y calidad de la intubacion
orotraqueal. Este efecto creciente de cardcter dosis - dependiente, ademas del efecto
reductor de las dosis cuando se administra junto a anestésicos generales, ha sido
descrito tras la administracion intramuscular de tres dosis diferentes de

dexmedetomidina en gatos (Ansah y cols. 1998).

Una posible limitacion de la presente Tesis es la no inclusion de dos grupos
control que hubiesen recibido exclusivamente dexmedetomidina a las dosis
administradas en los grupos DypAs y D4oAs. No obstante, se decidié reducir el nimero
de experiencias a las que debian someterse los gatos enrrolados en este estudio por
razones de ética y bienestar animal, maxime, si se considera que ya han sido
ampliamente descritos los efectos clinicos de diversas dosis de dexmedetomidina en
estudios previos realizados en gatos (Ansah y cols. 1998, Granholm y cols. 2006). Se ha

descrito en gatos la desaparicion de la sedacion producto de la dexmedetomidina
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transcurridos 60 minutos desde su administracion via intramuscular (Granholm y cols.
2006). En nuestro trabajo, se observa por que en los grupos DypAs y DaoAs el efecto
clinico permanecido por encima de un valor de 14, compatible pues con anestesia

general, al menos durante 120 minutos en ambos grupos.

En cuanto al efecto cardiovascular observado para las diversas combinaciones
estudiadas aqui, los valores de frecuencia cardiaca permanecieron estables y dentro de
valores clinicamente aceptables, a lo largo de toda la experiencia en los gatos del grupo
As. Hay descripciones previas sobre la administracion endovenosa de alfaxalona a 2 y
5 mg/kg en gatos que observan igualmente un efecto clinicamente irrelevante a este
nivel; y s6lo dosis superiores a la clinicamente recomendades de 15, 25 y 50 mg/kg son
capaces de afectar de manera acusada a este parametro (Muir y cols. 2009, Zaki y cols.
2009). Por su parte, la administracion de alfaxan junto a dexmedetomidina produjo un
descenso marcado de la frecuencia cardiaca en todos los casos, independientemente de
la dosis de dexmedetomidina administrada. Estudios anteriores ya describen que la
bradicardia producida por la dexmedetomidina no se correlaciona de manera directa con
una reduccion de su dosis en gatos, aunque si se describe que el empleo de una dosis
mas reducida acorta la duracion de la bradicardia (Ansah y cols. 1998, Selmi y cols.
2003, Granholm y cols. 2006, Monteiro y cols. 2009, McSweeney y cols. 2012). Es
interesante resaltar que en otro estudio previo efectuado en gatos, la administracion por
via intramuscular de alfaxalona en pacientes premedicados con dexmedetomidina
(0.01 mg/kg) e hidromorfona (0.1 mg/kg) apenas present6 un efecto depresor sobre la
frecuencia cardiaca (Grubb y cols. 2013). No obstante, en este ultimo estudio las dosis

de dexmedetomidina utilizadas fueron inferiores a las utilizadas en nuestra experiencia.

84



Tesis Doctoral: Discusion

Por su parte, los valores de presion sanguinea se mantuvieron también dentro de
rangos clinicamente aceptables en todos los grupos experimentales. Estas
determinaciones se efectuaron mediante el empleo de Doppler. En este sentido, un
estudio clasico efectuado por Caulkett y cols. (1998) concluyd que esta técnica de
registro no invasivo de presiones arteriales, resultaba efectiva para inferir valores de
presion arterial media (PAM), ya que estos se correlacionaban de manera precisa con
los valores de PAM registrados por medio de técnicas de determinacion invasiva en
gatos anestesiados. No obstante, un estudio més reciente sostiene que la interpretacion
de los valores de presion obtenidas por Doppler debe ser tomada con precaucion y
basada en la experiencia del clinico (da Cunha y cols. 2014). En cualquier caso, hay
descripciones acerca del efecto hipotensor suave observado tras la administracion
endovenosa de alfaxalona a dosis clinicamente aceptables (2 — 5 mg/kg) en gatos no
premedicados (Muir y cols. 2009). Los resultados de nuestra experiencia demuestran
que los valores de presion arterial sistdlica fueron significativamente mas altos en el
grupo D4oAs, asi como que, clinicamente, los valores mas reducidos se encontraron
dentro del grupo As. Se observd en los grupos DyAs y DaoAs el efecto tradicional
bifasico sobre la presion sanguinea asociado al uso de agonistas de los receptores o,
adrenérgicos. Asi, los valores de presion estuvieron mas incrementados durante los
primeros 20 minutos de la experiencia, para luego descender de manera gradual hasta el
final de la misma. Se describe ampliamente en la literatura el efecto resultante de la
activacion de receptores o, postsinapticos en la musculatura vascular lisa periférica,
caracterizado por un incremento inicial de la presion arterial derivado de una
vasoconstriccion periférica. Estos fendmenos se siguen del descenso del tono simpatico,
derivado de un efecto a nivel central, con la consiguiente disminucion progresiva de la

presion sanguinea (Dobromylskyj 1996). Por su parte, Grubb y cols. (2013) describen
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un aumento ligero de la presion arterial en gatos tras la administracion intramuscular de
alfaxalona a 5 mg/kg en combinacion con dexmedetomidina a 0.01 mg/kg, aunque no
recogieron valores de presion hasta 30 minutos después de intubar orotraquealmente a

estos pacientes.

En cuanto al efecto de las combinaciones estudiadas sobre el sistema
respiratorio, destaca la ausencia de episodios de apneas en todos los gatos de nuestro
estudio. Este hallazgo coincide con otras descripciones que indican que las apneas
contituyen una complicacion poco frecuente cuando se administra alfaxalona
endovenosamente tanto en gatos jovenes como en adultos (Zaki y cols. 2009, O’Hagan
y cols. 2012, Beths y cols. 2014). Igualmente, tampoco se detectdé ningun episodio de
apnea tras la administracion intramuscular de alfaxalona y dexmedetomidina en gatos a
dosis ya descritas para este estudio con antelacion (Grubb y cols. 2013). En nuestro
estudio, la frecuencia respiratoria se mantuvo en niveles clinicos mas elevados tras la
administracion de dexmedetomidina y alfaxalona, presentando una disminucién gradual
a lo largo de la experiencia. Por otro lado, se detectaron episodios de hipocapnia
moderada [PE'CO, = 18 — 25 mmHg (2.4 — 3.3 kPa)], que podrian, no obstante,
explicarse por limitaciones en el método empleado para su determinacion. En efecto,
dado que el patrén respiratorio que mostraban la mayoria de gatos al inicio de las
experiencias fue superficial es probable que estos valores subestimasen la tension
alveolar real de didéxido de carbono. Ansah y cols. (1998) también describieron un
incremento inicial en la frecuencia respiratoria en gatos sedados con medetomidina y
dexmedetomidina por via intramuscular. Por el contrario, otros autores describen que la
administracion intramuscular de dexmedetomidina y alfaxalona produce una tendencia
hacia la bradipnea aunque sin afectar la tension final espiratoria de didxido de carbono

(Grubb y cols.2013).
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Los valores de saturacion arterial de hemoglobina se mantuvieron en valores
superiores a los niveles clinicamente aceptables (= 90%) en los grupos As y D2pAs. No
obstante, en el grupo D4yAs se observd una reducciéon marcada de estos valores
alcanzandose valores minimos del 87%. En el disefio experimental de esta Tesis se
decidié no suplementar a los gatos con oxigeno, con el fin de evaluar la influencia
potencial de los distintos tratamientos administrados sobre este parametro. Los
resultados obtenidos sugieren que el aporte de oxigeno suplementario debe ser
recomendado para reducir el riesgo de hipoxemia, en particular si se emplean dosis
elevadas de dexmedetomidina en combinacién a alfaxalona. En cualquier caso, la
reduccion de las lecturas de pulsioximetria también podrian explicarse como resultado
de un empeoramiento en la calidad de la sefal registrada, consecuencia del efecto de
vasoconstriccion inducido por la dexmedetomidina, asi como por un efecto presor local

de la pinza sobre la circulacion local (Moens y Coppens 2007).

Se observo una tendencia clara a la disminucion de la temperatura corporal en
los tres grupos experimentales. La hipotermia inducida por los agonistas de los
receptores o, adrenérgicos es bien conocida, y se relaciona con la disminucion en la
produccion de calor corporal debida a la desaparicion de la actividad muscular, asi
como a un efecto depresor directo sobre los mecanismos noradrenérgicos hipotaldmicos
implicados en la termorregulacion (Pypendop y Verstegen 2001). La reduccion de
temperatura observada en el grupo As podria deberse ademas a una pérdida de calor
incrementada por el efecto vasodilatador suave de la alfaxalona (Whittem y cols. 2008,

Muir y cols. 2009).

Aunque la recuperacion de los animales experimentales se produjo en la mayoria

de casos, de manera suave y gradual se observaron algunos efectos adversos que fueron
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considerados como leves. Asi destacaron episodios de hiperquinesia en algunos gatos
de los grupos As y D4oAs, mientras que la emesis fue el principal problema detectado
durante la recuperacion en dos individuos del grupo DyAs. Estudios previos describen
recuperaciones de excelente calidad incluso tras la administracion endovenosa de
alfaxalona a dosis elevadas de 5 y 15 mg/kg (Muir y col. 2009). Zaki y cols. (2009)
demostraron la mejora de la calidad de la recuperacidon anestésica en gatos jovenes,
cuando la alfaxalona endovenosa se combinaba con acepromacina y butorfanol, debido
a la reduccion en los requerimientos de la dosis de induccion de alfaxalona, y al efecto
sedante de la acepromacina y butorfanol empleados para la premedicacion. Un efecto
colateral ampliamente descrito en gatos tras el uso de dexmedetomidina intramuscular
es el vomito (Granholm y cols. 2006, McSweeney y cols. 2012). Grubb y cols. (2013)
comprobaron que la combinacion de alfaxalona y dexmedetomidina presentaba una
incidencia elevada de hiperreactividad, ataxia y excitacion durante la fase de
recuperacion. Nuestros resultados parecen mostrar que el uso de dexmedetomidina a las
dosis empleadas en esta Tesis, reduce la incidencia de movimientos de “pedaleo” y
espasmos potencialmente producidos por la alfaxalona, lo que podria resultar en una
mejor calidad de recuperacion, frente a lo descrito por los otros autores que emplearon

dosis de dexmedetomidina reducidas.
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5.2. Experiencia 2: Estudio farmacocinético—

farmacodinamico

Administracion intravenosa de alfaxalona

Las caracteristicas farmacocinéticas de alfaxalona tras la administracion
intravenosa ya han sido estudiadas en distintas especies animales como rata (Visser y
cols. 2002, Lau y cols. 2013), perro (Ferre y cols. 2006, Pasloske y cols. 2009), gato
(Whittem y cols. 2008) y caballo (Goodwin y cols. 2011, 2012), pero hasta el momento
no se habian descrito tras una administracion intramuscular en la especie felina. No
obstante, si existen estudios de caracter clinico que han utilizado la via intramuscular
en esta especie, en los que se demuestra que se puede inducir sedacion profunda e
incluso anestesia dependiendo de la dosis utilizada (Evans y cols. 1972, Grubb y col.

2013, Tamura y cols. 2015b)

Whittem y cols. (2008) investigaron la farmacocinética de la alfaxalona tras su
administracion intravenosa de dosis clinicas (5 mg/kg) y supraclinicas (25 mg/kg) y
encontraron que su comportamiento cinético es de tipo no - lineal y dosis dependiente.
Cuando los parametros farmacocinéticos de un farmaco, como por ejemplo
aclaramiento y volumen de distribucion, son dosis - independientes se dice que son
lineales. En los farmacos con farmacocinética lineal, conforme la dosis aumenta, las
concentraciones plasmaticas y el area bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo
(AUC) se incrementan en proporcion al cambio en la dosis. La farmacocinética lineal se
mantiene cominmente cuando los mecanismos de aclaramiento del firmaco no se

aproximan a un maximo (no se saturan), a las concentraciones alcanzadas in vivo. Sin
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embargo, los mecanismos de aclaramiento pueden saturarse para algunos farmacos o
los efectos farmacodindmicos del farmaco pueden alterar su propia distribucion o
aclaramiento. Para dichos farmacos los pardmetros farmacocinéticos como aclaramiento
y volumen de distribucion pueden variar dependiendo de la dosis administrada o en

funcion del tiempo.

La farmacocinética no lineal, sucede por tanto cuando la absorcidn, distribucion,
metabolismo o eliminacién (LADME) de un farmaco no obedece a procesos de primer
orden. La interpretacion clinica de no-linealidad es que los efectos y la persistencia del
farmaco en el organismo no sera predecible en el individuo a dosis diferentes y la
variabilidad entre individuos puede ser mayor que la esperada con farmacos con
comportamiento farmacocinético lineal. Por tanto, en caso de aplicacion de dosis
excesivas en relacion a la dosis clinica recomendada en una especie dada, serad
imprescindible contar con estudios farmacocinéticos para caracterizar adecuadamente su

comportamiento puesto que pueden darse variaciones muy significativas.

Tras la administracion intravenosa de alfaxalona se ha descrito un pico
secundario de concentracién plasmatica y/o una fase de meseta correspondiente a un
efecto rebote alrededor de los 60-120 minutos tras la induccion anestésica, no ocurre
sistemdticamente en todos los individuos englobados en los estudios, pero si en la
mayoria de ellos. Este efecto ha sido observado con alfaxalona en perros, gatos, caballos
adultos y en potros (Ferre y cols. 2006; Whittem y cols. 2008; Goodwin y cols. 2011,
2012) y con otros anestésicos en distintas especies (Kay y cols. 1986, Zoran y cols.
1993, Hudson y cols. 1994, Bettschart-Wolfensberger y cols. 1996). En el presente
estudio, se observd en linea con estas descripciones un segundo pico en algunos

animales (gatos 2, 3 y 5), y cierta fase de “plateau” en los restantes gatos, entre los 15y
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30 minutos tras de la administracion. La causa de este fendmeno de rebote es incierta,
aunque se han propuesto varias hipotesis para explicarla. Nicholas y cols. (1981)
propusieron que una porcion de la dosis es secuestrada en pulmoén y posteriormente
liberada a las venas pulmonares. Otros autores especulan que la alteracion del gasto
cardiaco y el flujo regional durante la recuperacion puede resultar en la redistribucion
del farmaco desde el musculo esquelético (Kay y cols. 1986, Bettschart-Wolfensberger
y cols. 1996). Por su parte, Whittem y cols. (2008) y Goodwin y cols. (2012) han
propuesto que en el caso de la alfaxalona este efecto puede ser debido a la formacion del
metabolito 3 - hidroxialfaxalona, que la técnica analitica no seria capaz de diferenciar,
ya que posee el mismo peso molecular y tiempo de retencion que la alfaxalona. No
obstante, esta Ultima afirmacion es una mera especulacion ya que debido a las
limitaciones de la técnica no es posible cuantificar e identificar dicho pico dentro del

cromatograma.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos por analisis no compartimental de
las concentraciones plasmaticas de alfaxalona tras su administracion intravenosa en el
gato se muestran en la Tabla 9. A continuacion se discuten los parametros mas

representativos.

El tiempo de vida media de la fase de disposicion lenta (t,;,), considerado como
tiempo de vida media o semivida del farmaco (Gibaldi y Perrier, 1982) fue de 0.73
horas (44 minutos). El tiempo de vida media del presente estudio, fue superior al
descrito en rata de 14.0 y 17.2 minutos por Visser y cols. (2002) y Lau y cols. (2013),
en perros galgos (31.2 - 38.0 minutos) (Pasloske y cols. 2009) y perros de raza Beagle
(24.0 minutos) (Ferre y cols. 2006). Sin embargo en gatos a los que se administrd la

misma dosis que la utilizada en nuestra Tesis, el valor medio encontrado fue similar de
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45 minutos, pero dentro de un rango comprendido entre 29.6 y 107.6 minutos (Whittem
y cols. 2008), lo que demostraria la gran variabilidad inter e intraespecifica de este
parametro tras la administracion intravenosa de alfaxalona. Este hecho ha sido puesto de
manifiesto de manera recurrente en la literatura cientifica disponible en fairmacos que
para su eliminacién requieren de metabolismo hepatico (Perrier y Gibaldi 1974, Baggot

y Short 1974, Klotz 2009, Godwin y cols. 2011).

El andlisis farmacocinético no compartimental permite calcular el denominado
momento estadistico 1 o tiempo medio de residencia (MRT). Este parametro es
independiente del modelo farmacocinético elegido, en caso de andlisis compartimental,
y tiene un significado analogo al tiempo de vida media que se halla en los modelos
compartimentales. EIl MRT, se obtiene directamente de la curva experimental y puede
considerarse como una variable estadistica aleatoria. El tiempo de vida media por el
contrario, es un parametro obtenido a partir de la pendiente de la curva de concentracion
plasmatica - tiempo. En el presente estudio se ha obtenido un valor de MRT de 0.84
horas, correspondiente a 50.4 minutos (Tabla 9). Este valor es similar al obtenido para
gatos en estudios previos (53.2 min) (Whittem y cols. 2008), y superior a los descritos
en perro (29.7 min) (Ferre y cols. 2006) y potros (43.2 min) (Goodwin y cols. 2012), lo

que también coincide con lo expuesto anteriormente para la vida media.

El volumen de distribucion aparente de alfaxalona calculado en funcion del area
bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo (V,) en gatos, alcanza un valor de
1.55 L/kg, en tanto que el volumen de distribucidon en estado estacionario (V) adquiere
un valor de 1.25 L/kg, obtenidos ambos valores por métodos no compartimentales
(Tabla 9). Como se puede observar estos valores son altos, e indican que el farmaco

tiene una amplia distribucion en esta especie. En las referencias disponibles hasta el
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momento solo se reportan valores de V,. El valor obtenido tras la administracion
intravenosa de alfaxalona en gato por Whitten y cols. (2008), es similar al encontrado en
nuestro estudio (1.8 L/kg), a igualdad de dosis, lo que indicaria una distribucion similar
en ambos estudios. Sin embargo, a la dosis de 25 mg/kg el V, es claramente superior
(2.1 L/kg), lo que refuerza nuestra aseveracion acerca de que la farmacocinética de
alfaxalona en la especie felina es de tipo no lineal, y por ello varia con la dosis
administrada. En rata, Lau y cols. (2013) encontraron un valor medio también similar de
1.4 L/kg tras administrar 2 y 5 mg/kg, pero con rangos de 0.5 - 2.8 L’kg y 1.1 - 1.9
L/kg, respectivamente, lo que indicaria una gran variabilidad de los datos sobre todo
tras la dosis de 2 mg/kg. En perro, los valores del volumen de distribucion V, varian con
la raza. Asi, en perros galgos se ha encontrado un valor de 1.8 - 4.8 L/kg (Pasloske y
cols. 2009) y en perros Beagle de 2.4 + 1.9 L/kg (Ferre y cols. 2006), valores superiores
a los observados en el presente estudio en gatos a pesar de que las dosis administradas

fueron inferiores (2 mg/kg).

En caballos adultos (Goodwin y cols. 2011) y en potros (Goodwin y cols. 2012),
se determinaron valores de 1.6 y 0.6 L/kg, respectivamente, tras la administracion de
una dosis de 1 mg/kg tras premedicacion con acepromazina, xilacina y guaifenesina en
el primer caso, y de 3 mg/kg con butorfanol en el segundo. Por lo tanto, la discrepancia
en los valores de V, obtenidos con alfaxalona entre los estudios comunicados por otros
autores y los registrados en la presente investigacion, se debe entre otros motivos a la
administracion de dosis diferentes, ya que €éste parametro es directamente proporcional a
la dosis y, a la aplicacion, en muchos de ellos, de premedicacion. Aln asi, en el caso del
estudio realizado por Goodwin y cols. (2012) en potros menores de 2 semanas de edad,
es destacable el limitado volumen de distribucion obtenido, que podria explicarse por la

alta liposolubilidad de alfaxalona y la menor proporcion lipidos:agua en el organismo
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de individuos neonatos, al igual que sucede con otros farmacos como el diazepam

(Norman y cols. 1977).

El area bajo la curva de nivel plasmatico (AUC) es un pardmetro que nos
permite calcular el aclaramiento plasmatico, el volumen de distribucion y la
biodisponibilidad del farmaco tras su administracion extravascular. Este pardmetro se
calcula integrando, entre tiempo cero e infinito, la curva de concentracion plasmatica -
tiempo y puede ser calculado por analisis compartimental (a partir de la ecuacion
general del proceso) o por andlisis no compartimental (métodos trapezoidal o
logaritmico trapezoidal, a partir de la curva experimental) como en el presente estudio.
El AUC es también proporcional a la dosis de farmaco administrado. El valor de AUC
obtenido para alfaxalona en gatos ha sido de 3385.57 pug-h/L (Tabla 9) que corresponde
a 203.13 mg-min/L. El AUC obtenido en el presente estudio es similar al obtenido en
gatos en un estudio previo (202.1 mg-min/L) (Whittem y cols. 2008), y superior al
obtenido en ratas (93.3 mg-min/L) (Lau y cols. 2013) tras la administracion intravenosa
de la misma dosis. Sin embargo, cuando se administro alfaxalona a caballos adultos (1
mg/kg) (Goodwin y cols. 2011) y a potros neonatos (3 mg/kg) (Goodwin y cols. 2012)
premedicados, el valor de AUC fue de 29.0 y 160.5 mg-min/L, respectivamente. Se
puede observar que precisamente en los estudios en que mayor dosis se utilizo, se
obtienen valores de AUC mas altos, aunque sin existir proporcionalidad entre estos
datos debido a la cinética no lineal ya mencionada que experimenta la alfaxalona, asi
como a las previsibles diferencias de metabolismo derivadas de la inmadurez enzimatica

en neonatos.

En perros de raza Beagle se han encontrado valores de AUC de 35.5 y 198.0

mg-min/L tras la administracion de dosis de 2 y 10 mg/kg (Ferre y cols. 2006), en este
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caso existe proporcionalidad entre ambos datos, pero si se corrigiesen respecto a la dosis
resultarian ser inferiores a los obtenidos en gato. En galgos se obtuvo un valor medio de
49.6 (20.1 - 64.0) mg min/L tras la administracion de 2 mg/kg de alfaxalona (Pasloske y
cols. 2009), por lo que en estos animales existiria mayor exposicion al farmaco, a
igualdad de dosis, que en perros de raza Beagle debido a sus conocidas caracteristicas

de metabolismo y eliminacidn mas lentos (Zoran y cols. 1993).

La concentracion inicial (Coy) alcanzada por alfaxalona tras su administracién via
intravenosa a la dosis de 5 mg/kg en gatos, ha sido de 5651.85 pg/L (5.65 mg/L). Este
dato es confundido en la mayoria de los estudios publicados en los que se describe la
farmacocinética de alfaxalona. En estos estudios (excepto Lau y cols. 2013), la
concentracion inicial Cy se identifica con la concentracion plasmatica méxima (Cyax),
parametro que solo se obtiene tras la administracion extravascular de un fairmaco y que
da una idea de la extension del proceso de absorcion. Ambos parametros, tanto Cy como
Cmax, son proporcionales a la dosis y por tanto varian cuando se aplican distintas pautas
posologicas. Asi en perro, Ferre y cols. (2006) han descrito valores de Cp de 2.3 y 9.4
mg/LL tras la administracion de 2 y 10 mg/kg, respectivamente, resultados
proporcionalmente similares a los obtenidos en el gato. Sin embargo en rata, Visser y
cols. (2002) han encontrado valores superiores de 10675.1 y 17095.0 pg/L tras la
administracion intravenosa de 4.83 y 9.02 mg/kg, respectivamente. En potros y caballo
adulto tras la administracion de 3 y 1 mg/kg se obtuvieron valores de concentracion
inicial de 5.64 y 1.98 mg/L, superiores a los del presente estudio si tenemos en

consideracion que las dosis administradas fueron inferiores a las empleadas en gatos.

El aclaramiento plasmatico en funcion del area bajo la curva (CI) y obtenido

mediante analisis no compartimental que se ha obtenido en este estudio, ha sido de 1.53
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L/kg-h (Tabla 9), que corresponde a 25.5 mL/kg-min. Este valor es similar al obtenido
tras la administracién de la misma dosis en gato (25.1 mL/kg-min) (Whittem y cols.
2008), pero bastante inferior al obtenido en rata de 54.3 mL/kg-min (Lau y cols. 2013),
lo que indica que la rata elimina de manera mas eficiente y rapida la alfaxalona, lo hace
en la mitad de tiempo. Por otro lado el valor reportado en galgos de 32.8 mL/kg-min
(Pasloske y cols. 2009) es muy inferior al obtenido en perros Beagle (59.4 mL/kg-min)
confirmandose lo avanzado anteriormente, que la velocidad de eliminacién y/o
metabolismo de los primeros es aproximadamente el 50 % que en perros Beagle (Ferre
y cols. 2006). En el caso de caballos adultos (1 mg/kg) (Goodwin y cols. 2011) y potros
neonatos (3 mg/kg) (Goodwin y cols. 2012) el aclaramiento obtenido es 37.1 y 19.2
mL/kg-min, respectivamente, se constata que la eliminacion desde el organismo es mas

lenta en el caso de los neonatos.

El aclaramiento total es una variable farmacocinética clave que describe la
eliminacion total del fairmaco desde el organismo mediante todos los mecanismos
(hepatico, renal, respiratorio y otros). En el ambito clinico, es util para calcular la
velocidad de infusion necesaria para mantener unas concentraciones plasmaticas en
estado estacionario del fArmaco. En el gato al aumentar la dosis de 5 a 25 mg/kg, el
aclaramiento disminuy6 de 25.1 a 14.8 mL/kg'min lo que supone una reduccion del
41% del gasto cardiaco (Whittem y cols. 2008), siendo este de 5 - 10 % cuando el
aclaramiento es de 25.1 mL/kg-min. El aclaramiento de alfaxalona en perro 59.4
mL/kg-min es aproximadamente un 50-60 % del gasto cardiaco a la dosis de 2 mg/kg,
pero se reduce en un 11% cuando la dosis se incrementa a 10 mg/kg, ya que el
aclaramiento disminuye a 52.9 mL/kg-min (Ferre y cols. 2006). En la rata con un valor
de 71.9 mL/kg-min supone el 33% del gasto cardiaco (Visser y cols. 2000). En el caso

de caballos adultos (premedicados) tras la administracion de 1 mg/kg de alfaxalona, el

96



Tesis Doctoral: Discusion

aclaramiento de 37.1 mL/kg- min corresponde a un 46% del gasto cardiaco (Goodwin y

cols. 2011).

A pesar de las diferencias inter e intraespecificas, los valores elevados de
aclaramiento obtenidos para alfaxalona, a pesar de los volumenes de distribucion
extensos, sugieren un aclaramiento metabolico rapido de la molécula original. El
aclaramiento metabdlico rapido se ha identificado como un mecanismo clave en la
recuperacion anestésica tras el uso de alfaxalona (Sear y McGivan 1981). Este aspecto
fue comprobado asi mismo por Whittem y cols (2008), en un estudio realizado en gatos
a los que se administré una dosis inicial de 5 mg/kg y posteriormente 4 dosis de
mantenimiento de 2 mg/kg cada vez que los animales respondian a estimulos dolorosos
(aproximadamente cada 15 minutos en la hora posterior a la induccion). En estas
condiciones, se constatd que la regresion lineal de los picos de concentracion plasmatica
tras cada dosis de mantenimiento suponia una acumulacion del 1% de la dosis, lo que
no posee relevancia clinica. No se presentaron eventos adversos y la dosis de

mantenimiento fue aproximadamente de 7 - 8 mg/kg/h.

Los resultados obtenidos en el gato son dificiles de comparar con otros estudios
debido a que los puntos de referencia para definir distintos grados de sedacion y
anestesia no se especifican, ademds varian de unos estudios a otros (ej. Aplicacion de
estimulos o no durante los procedimientos de evaluacion). En los gatos del estudio 2,
tras la administracion de 5 mg/kg de alfaxalona por via intravenosa el tiempo de
duracion de la anestesia medido hasta la elevacion de la cabeza fue de 58.19 minutos y
se recupero la posicion de estacion en un tiempo medio de 65.88 minutos. En esta
especie, y tras administrar la misma dosis y via, el tiempo de duracidén de la anestesia

medido desde la intubacidn hasta la elevacion espontanea de la cabeza fue més corto, en
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torno a 45 minutos, sin aplicacion de ningun estimulo doloroso. Contrariamente,
cuando se aplico estimulacion dolorosa para simular una situacion quirtrgica, y el
régimen de dosificacion se ajustdé a un bolo de 5 mg/kg, seguido de cuatro dosis de
mantenimiento de 2 mg/kg, la duracion de efecto fue de s6lo 7 minutos (Whittem y cols.
2008). En perros de raza Beagle, la duracion de la anestesia medida desde la intubacion
hasta la extubacion fue de 6.4 + 2.9 min y 26.2 £ 7.5 min tras la administracion de dosis
de 2 y 10 mg/kg, respectivamente (Ferre y cols. 2006). En el caso de galgos la duracion
de la anestesia fue similar a la obtenida en Beagles, 7.1 £ 1.7 min con una dosis de 2
mg/kg (Pasloske y cols. 2009). Sin embargo, Child y cols. (1971) obtuvieron tiempos
mas prolongados de 20 + 3 y 206 + 8 minutos, tras la administracion de 1.2 y 10.8

mg/kg respectivamente de alfaxalona formulada con alfadolona.

En caballos adultos premedicados con acepromazina, xilacina y guaifenesina, el
tiempo de duracion de la anestesia a dosis de 1 mg/kg de alfaxalona, desde la induccion
hasta la recuperacion de posicion de dectbito esternal fue de 42.7 + 8.4 min, y hasta la
levantada de 47.0 £ 9.6 min. Sin embargo, en potros premedicados con butorfanol y con
3 mg/kg de alfaxalona, los tiempos medios desde la induccion hasta lograr el decubito
esternal o la posicion en estacion fueron de 34.9 + 5.6 y 37.2 £ 4.7 minutos,

respectivamente.

En cuanto a la correlacion entre las concentraciones plasmaticas y el nivel de
sedacion alcanzado en la parte 2 de este estudio, se considera que se consigue un estado
compatible con anestesia general cuando las concentraciones plasmaticas de media se
encuentran por encima de 2.5 £ 0.2 mg/L, y un estado de sedacion profunda cuando

¢éstas se encuentran entre el nivel anterior y 2.4 + 0.6 mg/L.
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Administracion intramuscular de alfaxalona

El comportamiento farmacocinético de alfaxalona tras la administracion
intramuscular no ha sido descrito en ninguna especie animal hasta el momento, aunque
st se han descrito sus efectos farmacoldgicos y su eficacia clinica (Kischinovsky y cols.
2012; Grubb y col. 2013; Ribas y col. 2015; Santos y col. 2015; Tamura y cols. 2015a,
2015b). Por ello, la discusion acerca de los resultados obtenidos acerca de los
parametros farmacocinéticos en esta parte de nuestro estudio, se estableceran con
respecto a los resultados obtenidos tras la administracion intravenosa de alfaxalona en la

especie felina.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos por analisis no compartimental de
las concentraciones plasmaticas de alfaxalona tras la administracion intramuscular de

una dosis de 5 mg/kg en el gato se muestran en la Tabla 10.

El valor de vida media obtenido tras la administracion intramuscular ha sido de
1.33 horas correspondiente a 80 minutos (Tabla 10). Este valor resulta estadisticamente
mas prolongado que el encontrado tras la administracion intravenosa, que fue de 0.73
horas (Tabla 9), lo que es indicativo, a priori, de que el proceso de absorcion influye y
se convierte en un factor limitante de la eliminacién, como sucede en farmacos que

siguen un modelo flip-flop.

Por otro lado, el valor del MRT, el cual es independiente de la ecuaciéon de ajuste
y se calcula directamente a partir de la curva experimental, alcanzé un valor de 2.11
horas (Tabla 10). Este parametro es 2.5 veces mayor que el descrito tras la
administracion intravenosa (MRTiv = 0.84 horas; Tabla 9). Esto es debido a que el
parametro MRTev incluye al tiempo medio de absorcion (MAT) puesto que al hallar el
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momento estadistico 1 correspondiente a la curva de concentracion plasmatica-tiempo
tras las vias extravasculares, se estd incluyendo la fase inicial correspondiente a la
absorcion. Por ello el célculo del tiempo medio de absorcion se obtiene mediante la

tormula: MAT= MRT,, - MRTj,.

En la Tabla 10, se presentan los valores correspondientes al MRT tras
administracion intramuscular y al tiempo medio de absorcion (MAT); en tanto que el
MRT intravenoso aparece en la Tabla 9. A la vista de los resultados obtenidos para cada
uno de estos parametros en los distintos animales, se puede apreciar como todos los
animales presentaron un valor de MAT superior al MRT intravenoso (excepto el gato
2). Si se consideran los valores medios obtenidos, se aprecia como el MRT intravenoso
(0.84 horas) es casi 1.5 veces inferior al MAT intramuscular (1.27 horas). De ello, se
deduce que seglin este parametro se produce un fendmeno flip-flop, es decir, el proceso
de absorcion de la alfaxalona tras su administracion intramuscular, condiciona su

permanencia y eliminacion en el gato.

Otro parametro a tener en cuenta tras la administracion intramuscular es el
tiempo en que se alcanza la concentracion plasmatica maxima o tiempo maximo (tmax).
El valor de este parametro ha sido de 21 minutos (0.35 horas) (Tabla 10). El tmax es
independiente de la dosis administrada, pero si que varia en funcion de la forma
farmacéutica administrada y de la via de administracion, ya que depende de la constante
de absorcion. Su valor proporciona una idea de la velocidad de absorcion, indicando que
en el caso de alfaxalona en el gato el proceso de absorcion desde el punto de inyeccion

intramuscular es rapido.

Datos farmacocinéticos de la alfaxalona tras el uso de vias extravasculares, solo

existen en rata tras su administracion intraperitoneal a dosis de 20 mg/kg (Lau y cols.
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2013). En este estudio se describe un valor de tn,x de 12 minutos, valor ligeramente
inferior al obtenido en la presente experiencia, que indican una absorcion mas rapida

tras la administracion intraperitoneal, por otra parte completamente logica.

La concentracion plasmatica méxima (Cpsx) obtenida en el grupo alfaxalona
intramuscular en nuestro estudio, ha sido de 1099.86 ng/L (Tabla 10). En rata, y tras la
administracion intraperitoneal de una dosis mucho mas elevada (20 mg/kg), se obtuvo
un valor medio de Cysx de 2.99 mg/L, presentando una gran variabilidad comprendida
entre 3.5 y 6.6 mg/L (Lau y cols. 2013). Este valor resulta ser 2.7 veces superior al valor
obtenido en gato, mostrando, por tanto, si se realizan correcciones por las distintas dosis
utilizadas en uno y otro caso, una absorcion mas extensa tras la administracion
intramuscular. En nuestro experimento, la concentracion inicial alcanzada por via
intravenosa (Cy), resultd aproximadamente 5 veces superior a las concentraciones

maximas experimentales alcanzadas por via intramuscular.

Otro parametro de interés es el area bajo la curva (AUC) obtenido tras la
administracion intramuscular, que alcanz6 un valor de 3027.63 pg-h/L (181.66
mg-min/L). Lau y cols. (2013) tras la administracion intraperitoneal de una dosis 4
veces superior obtuvieron un valor mucho mas bajo de 96.19 mg-min/L (78.3 - 105.9
mg-min/L) lo que indica que por esta via y en esta especie, la biodisponibilidad de la
alfaxalona fue menos extensa que la alcanzada tras la administracion por via

intramuscular en el gato.

El AUC es un pardmetro interesante, porque permite calcular la
biodisponibilidad (F) tras la administracion intramuscular. Para su calculo se han de
relacionar las areas totales bajo la curva de concentracion plasmatica, obtenidas tras la

administracion intravenosa e intramuscular del farmaco, multiplicando dicha relacion
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por el cociente entre la dosis intravenosa y la intramuscular. Por ello para obtener la
biodisponibilidad absoluta de un fairmaco se necesita conocer el valor de AUC tras la
administracion intravenosa, ya que la dosis que se introduce directamente en la
circulacion sanguinea estd disponible en su totalidad, y por ello se utiliza como
referencia (Gibaldi y Perrier 1982, Wagner 1983). La ecuacion utilizada para su calculo

es la siguiente:

F= - 100

La biodisponibilidad de alfaxalona tras su administracion intramuscular en el

gato ha sido muy elevada, alcanzando el 91.32 % de la dosis administrada.

En el caso de la rata tras la administracion intraperitoneal de 20 mg/kg (Lau y
cols. 2013) se obtuvieron valores de 26 y 28 % cuando utilizan como referencia el AUC
obtenido con la dosis intravenosa de 2 y 5 mg/kg respectivamente. En realidad, este
calculo seria erréneo porque se deben corregir las dosis para dar un tUnico valor de F,
que en el caso de la rata seria del 25 %. Estos autores justifican la escasa
biodisponibilidad de alfaxan por ruta intraperitoneal debido al importante efecto de
primer paso mediante metabolismo hepatico (Child y cols. 1972, Sear y McGivan
1981), ya que la alfaxalona tras la administracion intraperitoneal alcanzaria la

circulacion portal (Lukas y cols. 1971).

En la experiencia 2 de este estudio, tras la administracion de una dosis
intramuscular de 5 mg/kg de alfaxalona, el tiempo de recuperacion medido como el

momento tras la induccion donde los gatos logran de forma espontanea la posicion
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esternal fue de 79.31 £ 21.75 min y la posicion en estacion a los 84.23 £+ 20.24 min. En
el grupo intramuscular, se obtuvieron ademas sedaciones profundas de forma mas
tardia que en el grupo intravenoso, aunque no se alcanz6 un grado de anestesia
quirtrgica. De media, se consigue una sedacion moderada en los primeros 15 minutos
cuando las concentraciones de alfaxalona van aumentando conforme se produce la
absorcion hasta aproximadamente de 0.9 + 0.2 mg/L; una sedacion profunda a partir del
minuto 10 al 45 donde estas concentraciones estuvieron comprendidas entre el valor
anterior y 1.0 = 0.1mg/L; de nuevo sedacion suave a partir del minuto 45 al 60 donde
las concentraciones bajan hasta 0.9 £ 0.1mg/L; y, finalmente, sedacion nula a partir del
minuto 90, momento en el cual, subjetivamente no se observd efecto sedante aunque
aun existian concentraciones plasmaticas detectables de 0.78 = 0.08 mg/L (Tabla 6,

Grafico 1).
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6. CONCLUSIONES
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La administracion intramuscular de alfaxalona en gatos a dosis de 5 mg/kg
a nivel de la musculatura epaxial lumbar no provoca un dolor resefiable y
permite una absorcion efectiva del farmaco.

La administracion intramuscular de alfaxalona en gatos a dosis de 5 mg/kg
genera una sedacion de caracter moderada a profunda y, en algunos casos,
es posible que derive en un estado compatible con anestesia general.

La adicién de dexmedetomidina (20 y 40 pg/kg) en combinacion con
alfaxalona administrada por via intramuscular en gatos produce un estado
compatible con anestesia general.

La administracion de alfaxalona en gatos a dosis de 5 mg/kg produce
alteraciones minimas a nivel cardiorrespiratorio.

La combinacion de dexmedetomidina (20 y 40 pg/kg) y alfaxalona (5
mg/kg) en gatos produce ligera bradicardia, hipocapnia moderada y un
descenso leve en las lecturas de pulsioximetria que harian recomendable la
suplementacion con oxigeno.

Tras la administracion intravenosa de alfaxalona en gatos a dosis de 5 mg
/kg se detecta un pico secundario de concentracion plasmatica y/o una fase
de meseta correspondiente a un efecto rebote alrededor de los 60-120
minutos de la induccidn anestésica. El tiempo de vida media fue de 43.7 +
12.0 minutos proporcional a su aclaramiento desde el plasma (25.52 + 5.23
mL/kg/min) y mostré6 un amplio volumen de distribucion (1.55 + 0.21
L/kg). La administracion endovenosa de alfaxalona produjo una anestesia
de induccion rapida y corta (15 minutos), pero con buena relajacion

muscular.
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7. La administracion intramuscular de alfaxalona a 5 mg/kg presenta un valor
de vida media de 79.9 + 9.2 min significativamente mas prolongado que el
obtenido tras la administracion endovenosa. Esto es debido a que el tiempo
medio de absorcion tras la administracion intramuscular es 1.5 veces
superior al tiempo medio de residencia tras la ruta endovenosa, lo que
demuestra que la alfaxalona sigue un modelo flip-flop en el que la
absorcion desde el lugar de inyeccion constituye un factor limitante de la
eliminacion.

8. El tiempo en alcanzar la concentracion plasmatica méaxima tras la
administracion intramuscular de alfaxalona en gatos a dosis de 5 mg/kg es
relativamente rapido (21 minutos) consiguiendo niveles de concentracion
5 veces inferiores a los de la administracién intravenosa pero que se
mantienen de forma mas prolongada en el tiempo.

9. La biodisponibilidad de alfaxalona tras su administracion intramuscular a

dosis de 5 mg/kg en gatos es muy elevada (91.32%).
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8.1. Primera experiencia: el efecto clinico de la
administracion intramuscular de alfaxalona

sola o en combinacion con dexmedetomidina

El proposito del estudio fue investigar el efecto sedante y/o anestésico,
asi como la influencia a nivel del sistema cardiorrespiratorio de la administracion
intramuscular de alfaxalona sola o en combinacion con la dexmedetomidina en

gatos.

Se realizd6 un estudio cruzado, aleatorio y ciego con un periodo de
descanso entre procedimientos de 15 dias. Siete gatos adultos (peso 3.5 £ 0.7 kg;
edad 3.8 + 0.9 afios) fueron asignados al azar en cada uno de los tres grupos de
tratamiento: As (alfaxalona 5 mg/kg), DyAs (dexmedetomidina 20 pg/kg y
alfaxalona 5 mg/kg) y D4oAs (dexmedetomidina 40 pg/kg y alfaxalona 5 mg/kg).
Los farmacos se administraron a nivel de los musculos epaxiales lumbares. El
grado de sedacidon y/o anestesia se evalu6 mediante una escala numérica
modificada. Se registraron, entre otros, los tiempos hasta decubito esternal y/o
lateral, asi como los tiempos hasta la intubacion, inicio y duracion de la
sedacion/anestesia, y durante la recuperacion los tiempos de extubacion,
levantamiento de cabeza, dectbito esternal y de estacion. La frecuencia cardiaca,
respiratoria, presion arterial sistdlica, saturacion arterial de oxigeno de la
hemoglobina, tensioén espiratoria final de didoxido de carbono y la temperatura
rectal fueron registradas a los 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 y 150 minutos tras
la administracion de los farmacos. Se observd, finalmente, la apariciéon de
reacciones adversas. Los datos fueron analizados por medio del analisis

estadistico ANOVA de una sola via con la prueba post-hoc de Tukey en los
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pardmetros con una distribucion normal. Para los pardmetros no distribuidos
normalmente, se utilizaron las pruebas de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney U-test

para dos muestras de caracter independiente (p < 0.05).

Las  valoraciones alcanzadas de  sedacidon/anestesia  fueron
significativamente diferentes entre los distintos tratamientos. Los gatos del grupo
As consiguieron alcanzar una sedacion moderada a profunda, mientras que los
gatos que recibieron dexmedetomidina alcanzaron siempre un estado compatible
con una anestesia general. El inicio del efecto y la duracion de la anestesia estaban
relacionados con la dosis empleada de dexmedetomidina. Los parametros
cardiorrespiratorios se mantuvieron estables en el grupo As. Se observaron
frecuencias cardiacas mas bajas, presion arterial sistolica mas elevada y unos
niveles de pulsioximetria mas reduciods en los grupos en los que se recibieron
dexmedetomidina. La incidencia de eventos adversos tipo hiperquinesia o emesis

fue reducida durante la recuperacion.

En conclusion, la alfaxalona a 5 mg/kg administrada por via
intramuscular induce un estado de sedacion moderada a profunda en gatos. Al
administrar dexmedetomidina a 20 y 40 pg/kg junto con alfaxalona se consigue

alcanzar un estado compatible con anestesia general.
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8.2. Segunda experiencia: estudio

farmacocinético-farmacodinamico

El objetivo del estudio fue investigar la farmacocinética de alfaxalona
tras la administraciéon endovenosa e intramuscular, ademas de correlacionar los

resultados obtenidos con el efecto sedante y/o anestésico en gatos.

Se realiz6 un estudio experimental cruzado, en el que se administrd
alfaxalona (5 mg/kg) endovenosa e intramuscular en 5 gatos de pelo corto de la
raza comun europea (peso 4.2 £ 0.5 kg; edad 3.8 + 0.9 afios). Las inyecciones
intramusculares se administraron a nivel de los muasculos epaxiales lumbares. Las
muestras de sangre se recogieron a partir de un catéter colocado en la vena
yugular. Las concentraciones plasmaticas fueron medidas gracias un método de
cromatografia liquida de alto rendimiento con deteccion de fluorescencia. Las
curvas de la concentracion plasmaticas en relacion al tiempo se analizaron por
medio de métodos no compartimentales utilizando el software WinNonlin
V.5.1.1. La sedacion y/o anestesia alcanzada se evalu6 mediante una escala
numérica modificada descrita anteriormente. Los datos se expresan como la media
junto con la desviacion estandar. Los pardmetros farmacocinéticos fueron
analizados por medio del analisis estadistico T-student para datos paramétricos y
la prueba de Wilcoxon mediante suma de rangos para los datos no paramétricos.
Los efectos clinicos fueron analizados mediante la prubea de Kruskal-Wallis y

Mann Whitney (p < 0.05).
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La absorcion después de la administracion IM fue moderadamente rapida
(tmax 0.35 £ 0.14 horas), alcanzando una Cp,x de 1.099,86 = 157.36 pg/L. La
biodisponibilidad fue del 91.32 + 9.73%. La semivida (1.33 £+ 0.15 horas) y el
tiempo medio de residencia (2.11 + 0.32 horas) fueron significativamente mas
elevados tras la administracion intramuscular en comparacion con la via
intravenosa (0.73 £ 0.20 y 0.84 + 0.21 horas, respectivamente) (p = 0.0012;
0.0024). El tiempo medio de absorciéon demostré6 que la alfaxalona tras la
administracion intramuscular sigue un modelo flip flop en el cual el proceso de
absorcion constituye el factor limitante de la eliminacion. Por ello la vida media
del farmaco se prolonga significativamente tras la administracion intramuscular
en comparacion con la administracion intravenosa. El aclaramiento después de la
administracion endovenosa fue de 1.53 £ 0.31 L/kg/h. La biodisponibilidad de
alfaxalona tras su administracion intramuscular a una dosis de 5 mg/kg en gatos
fue muy elevada (91.32%). Se observé un efecto anestésico rapido y profundo de
una duracion de 15 minutos tras la administracion endovenosa. Mientras que el
uso intramuscular de alfaxalona mostrd un efecto mas lento y compatible con una

sedacion profunda desde el minuto 15 hasta el 45.

El perfil farmacocinético de alfaxalona tras la administracion
intramuscular se correlacion6 adecuadamente con un inicio y una duracion del

efecto clinico observado en este estudio.
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8.1. First experience: Clinical effect of
intramuscular administration of alfaxalone

alone or incombination with dexmedetomidine

The purpose of this study was to investigate the sedative, anaesthetic and
cardiorespiratory effects of intramuscular administration of alfaxalone alone or in

combination with dexmedetomidine in cats.

A blinded, randomized crossover study with a washout period of 15 days.
Seven adult cats (body weight 3.5 + 0.7 kg; age 3.8 £ 0.9 years) were assigned
randomly to each of three treatments: As (alfaxalone 5 mg kg'), DiAs
(dexmedetomidine 20 pg kg' and alfaxalone 5 mg kg') and DsAs
(dexmedetomidine 40 pg kg™ and alfaxalone 5 mg kg ™). Drugs were administered
intramuscularly into the epaxial muscles. Sedation or anaesthesia scores were
evaluated by a modified numerical rating scale. Times to extubation, head-lift,
sternal recumbency and standing were recorded. Heart and respiratory rates,
systolic arterial pressure, arterial oxygen saturation of haemoglobin, end-tidal
carbon dioxide tension and rectal temperature were measured at 5, 10, 15, 20, 30,
45, 60, 90, 120 and 150 minutes after drug administration. Adverse events were
recorded. Data were analysed by one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test for
parametric values and, for non-normally distributed parameters, aKruskal-Wallis

test and Mann—Whitney U-test for two independent samples (p < 0.05).

Sedation scores were significantly different among the treatments. Cats
in As were moderately to deeply sedated, whereas cats receiving

dexmedetomidine reached a state compatible with general anaesthesia. The onset
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of action and the duration of anaesthesia were related to the dose of
dexmedetomidine. Cardiorespiratory parameters remained stable in the As group.
Lower heart rates, higher systolic blood pressures and occasional low pulse
oximetry readings were observed in the dexmedetomidine groups. A limited

number of adverse events (hyperkinesia, emesis) occurred during recovery.

Alfaxalone administered intramuscularly at 5 mg kg™ induced moderate
to deep sedation in cats. The addition of dexmedetomidine at 20 and 40 pg kg™ to

alfaxalone induced general anaesthesia.
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8.2. Second experience: Pharmacokinetic and

Pharmacodynamic study

The aim of this study was to investigate the pharmacokinetics of
alfaxalone after intravenous and intramuscular administration and to correlate the

results with the observed sedative or anaesthetic effects in cats.

In a crossover experimental study, alfaxalone (5 mg kg') was
administered intravenously and intramuscularlyin 5 European shorthair cats (body
weight 4.2 £ 0.5 kg; age 3.8 £ 0.9 years). The intramuscular injections were
administered in the epaxial muscles. Blood samples were collected from the
jugular vein at predetermined times and plasma concentrations measured by a
high performance liquid chromatography method with fluorescence detection. The
plasma concentration-time curves were analysed by non-compartmental methods
using WinNonlin v.5.1.1. The achieved sedation/anaesthesia was evaluated by a
modified numerical scale previously described. Data are expressed as mean = SD.
Pharmacokinetics parameters were analyzed by a t-student for parametric and a
Wilcoxon Rank Sum test for non-parametric data, and clinical effects by Kruskal-

Wallis and Mann Whitney U tests (p < 0.05).

Absorption after intramuscular administration was moderately rapid (tmax
0.35 + 0.14 hours) reaching a Cpay of 1,009.86 + 157.36 ug L. Bioavailability
was 91.32 + 9.73%. Mean half-life (1.33 = 0.15 h) and mean residence time (2.11
+ 0.32 h) were significantly longer after intramuscular compared to intravenous
administration (0.73 £ 0.20 and 0.84 £ 0.21 h, respectively) (p = 0.0012; 0.0024).

Mean absorption time showed that the disposition of alfaxalone after
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intramuscular administration follows a flip-flop model, in which absorption is a
limitant factor for drug elimination. For that reason, mean half-life is significantly
prolonged after intramuscular compared to intravenous administration. Clearance
after intravenous administration was 1.53 + 031 L kg' h'. Alfaxalone
bioavailability following intramuscular administration at a dose of 5 mg kg™ in
cats was very high (91.32%). A rapid and profound anaesthetic effect lasting 15
minutes was observed after intravenous administration. Intramuscular alfaxalone

showed a slower effect compatible with deep sedation from 15 to 45 minutes.

Pharmacokinetic profile of alfaxalone after intramuscular administration
was correlated with the onset of action and duration of the sedative effects

observed in this study.
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