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“... El encadenamiento de causas y efectos es la ciencia. Si ese encadenamiento
no existiera, ya no habria asidero ninguno; todo podria ser verdad... La ciencia
nos da la descripcion de una falange de este mamut, que se llama universo; la
filosofia nos quiere dar la hipotesis racional de como puede ser este mamut.
(;Que ni los datos empiricos ni los datos racionales son todos absolutos?
jQuién lo duda! La ciencia valora los datos de la observacion; relaciona las
diversas ciencias particulares que son como islas exploradas en el océano de lo
desconocido, levanta puentes de paso entre unas y otras, de manera que en su
conjunto tengan una cierta unidad. Claro que estos puentes no pueden ser mds

que hipotesis, teorias, aproximaciones de la verdad.”

PIO BAROIJA, El arbol de la ciencia.






Presentacion

El trabajo que se presenta estudia la influencia de la Terapia Cronica con
Fenitoina sobre la Farmacocinética y la Farmacodinamia del bromuro de rocuronio.
Para ello, se han establecido dos lineas fundamentales: un estudio vinculado a dosis,
concentraciones plasmaticas con efecto y otro intercalando las concentraciones a nivel
tisular, que se han estructurado en formato “por compendio de publicaciones”.

La introduccion tiene por objeto enmarcar el estado actual del tema, definiendo
las cuestiones que se han considerado maés relevantes sobre los bloqueantes
neuromusculares, la interaccion de estos con los fAdrmacos antiepilépticos y la aplicacion
de los modelos poblacionales y de la microdidlisis para tratar de establecer una relacion
entre dosis, concentraciones de farmaco y efecto. Tras esta introduccidén, se han
formulado unas cuestiones como objetivos del estudio. En el apartado de Material y
Meétodos se describe la preparacion previa del doctorando, asi como la planificacidn, el
disefio y las caracteristicas del analisis de datos del estudio.

Se presentan dos articulos como resultado de dicho trabajo de investigacion y
que dan respuesta a la hipdtesis y objetivos planteados. Ambos se han analizado de
forma conjunta en un apartado de discusion general. En el primer articulo se realiza una
aproximaciéon a la cuestion mediante modelos poblacionales Farmacocinéticos y
Farmacodindmicos. Mediante esta rigurosa aproximacidén se ha confirmado que la
Terapia Cronica con Fenitoina afecta de forma fundamental a la Farmacocinética del
rocuronio, incrementando de forma notable su eliminacion, mientras que no se han
encontrado diferencias constatables en los parametros Farmacodindmicos. En el
segundo articulo, se ha utilizado la técnica de la microdidlisis para conseguir una
pionera aproximacion a la biofase de los farmacos, en este caso el rocuronio. Los
resultados obtenidos estan de acuerdo con los logrados en la primera linea pero ademas,
al cuantificar la cantidad de fA&rmaco que alcanza el lugar del efecto, un paso mas allé de
las concentraciones plasmaticas, constituye un punto de partida novedoso para una
correcta y exacta dosificacion farmacologica.

En el apartado de bibliografia general se incluyen las referencias utilizadas en la
memoria. Por Gltimo, se ha afiadido un apartado final donde se recogen otros méritos

cientificos derivados de esta linea de investigacion.
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Resumen

ANTECEDENTES: La administracién crénica de fArmacos antiepilépticos disminuye
la intensidad del efecto de los fairmacos bloqueantes neuromusculares (BNM), aunque
existe cierta discrepancia a la hora de explicar si esta interaccion se produce a nivel
farmacocinético (PK) y/o farmacodinamico (PD). La cuantificacion de la concentracion
de farmaco en un lugar proximo a su lugar de accion podria clarificar los posibles
mecanismos que producen la interaccion entre los BNM y los farmacos antiepilépticos.
La microdidlisis tisular es una técnica relativamente nueva que se ha utilizado para
determinar concentraciones de sustancias en el fluido extracelular de los tejidos. Podria
ser una buena alternativa para explorar de qué forma los BNM alcanzan la union

neuromuscular y de como los antiepilépticos pueden afectarla.

OBJETIVOS: Los objetivos de este trabajo fueron: en primer lugar definir la relaciéon
entre dosis, concentracion y efecto bloqueante neuromuscular en el caso del rocuronio
utilizando modelos PKPD y posteriormente evaluar la influencia de la terapia cronica
con fenitoina (TCF) sobre este modelo. El segundo objetivo fue determinar la
posibilidad de recuperar rocuronio desde el tejido intersticial muscular mediante la
técnica de la microdidlisis, para explorar las posibles discrepancias entre los pacientes

debidas a la TCF.

MATERIAL Y METODOS: Se han realizado dos estudios para tratar de abordar el
problema: el primero basado en la aproximacion poblacional utilizando modelos PKPD
y el segundo basado en la técnica de la microdidlisis. En el primer estudio, se incluyeron
21 pacientes sometidos a cirugia intracraneal, 10 de los cuales se encontraban en TCF.
A todos ellos se les administrd bromuro de rocuronio de forma intravenosa (bolus mas
infusion continua). Se extrajeron muestras plasmaticas y se registrd el efecto obtenido
mediante electromiografia de forma continua. Se utilizO0 NONMEM para construir,
evaluar y validar los modelos PKPD. En el caso de la microdidlisis, se realizd un
estudio “In Vitro” para conocer la velocidad de infusion dptima asi como el tiempo de
extraccion entre muestras y se estim6 la tasa de recuperacién para el rocuronio,
utilizando la infusidn de diferentes concentraciones de este farmaco. En la siguiente fase
se estudiaron 17 pacientes sometidos a cirugia intracraneal (incluidos en el estudio

previo), 8 de los cuales se encontraban en TCF.



Resumen

RESULTADOS: En el primer articulo se ha descrito el PKPD del bromuro de
rocuronio utilizando un modelo tricompartimental asociado a un modelo de
compartimento del efecto. Se ha observado que la TCF produce un incremento del
aclaramiento plasmatico de 0,26 hasta 0,75 L-min”', mientras que el resto de parametros
PK no se afectan. Las estimaciones de los pardmetros del modelo PD han sido las
siguientes: keo = 0,073 min™', Ceso = 836 ngmL™" y y = 3,13. En el segundo estudio
destaca que la tasa de recuperacion estimada para el rocuronio es del 36% para una
velocidad de la bomba de microdialisis de 1 uL-min". Se han podido cuantificar las
concentraciones de bromuro de rocuronio en el musculo en 25 muestras. Las
concentraciones de rocuronio tisular fueron similares en los pacientes con TCF que en
los pacientes control, sin embargo, las dosis requeridas con TCF fueron
significativamente mayores. Estos resultados confirman a los hallados en el primer
estudio, ya que un mecanismo exclusivamente PK podria explicarlos (llega menos

farmaco a la biofase debido al incremento en su aclaramiento).

CONCLUSIONES: Se ha definido la relacidon entre dosis, concentracion y efecto de
BNM inducido por el rocuronio mediante modelos PKPD. Nuestros resultados sugieren
que unicamente mecanismos PK podrian explicar la mayor dosis requerida en el caso de
pacientes con TCF. La TCF incrementa el aclaramiento del rocuronio de 0,26 hasta
0,75L-min"' pero no tiene efecto sobre el resto de pardmetros PK ni sobre los parametros
PD. Por otro lado, la cuantificacion de farmacos gracias a la microdidlisis es
técnicamente posible en el entorno clinico y podria ser de ayuda en el estudio de los

mecanismos que producen el efecto de los farmacos.

Palabras clave: Interacciones farmacoldgicas, NONMEM, Modelos PKPD, Rocuronio,

Microdialisis, Fenitoina.
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Summary

BACKGROUND: Chronic administration of antiepileptic drugs decrease the intensity
of the effect of neuromuscular blocking agents (NMBA), although there is some
discrepancy to explain if this interaction occurs on pharmacokinetic and/or
pharmacodynamic level. Quantification of drug concentrations near its effect site could
clarify the possible mechanisms underlying the interaction between NMBA and
antiepileptic drugs. Tissue microdialysis is a relatively new technique used to determine
the concentrations of substances in the extracellular fluid of tissues. It could be a good
alternative to explore how NMBA could reach the neuromuscular junction and how

antiepileptics could affect it.

OBJETIVES: The objectives of this study were first to define the relation between
dose, concentration and effect of neuromuscular blocking in the case of rocuronium
using PKPD models and then to evaluate the influence of chronic phenytoin therapy
(CPT) on this model. The second objective was to determine the ability of microdialysis
to recover rocuronium from muscle interstitial tissue, to explore possible discrepancies

between patients due to CPT.

MATERIAL AND METHODS: We performed two studies in order to solve the
problem: the first one is based in population approach using PKPD models and the
second one is based in the technique of microdialysis. In the first study a total of 21
patients undergoing intracranial surgery were enrolled. Ten of these were under CPT. In
all cases, rocuronium was administered intravenously (bolus plus continuous infusion).
Arterial blood samples were drawn and the response derived from electromyogram was
continuously recorded. NONMEM software was used to construct, evaluate and
validate PKPD models. To know the optimal speed of infusion and microdialysis
sampling scheme and estimate the recovery ratio for rocuronium an “In Vitro” study
was performed using different rocuronium infusate concentrations. In the next phase, 17
patients undergoing brain surgery were enrolled (they were included in the previous

study). Eight patients were on CPT.



Summary

RESULTS: In the first study the PKPD of rocuronium was described using a three-
compartment PK model linked to an effect compartment. The CPT therapy was found to
affect only total plasma clearance increasing from 0.26 to 0.75 L-min" while the
reamining PK parameters were not affected. The PD model parameter estimates were
koo = 0.073 min'l, Ceso (the steady-state plasma concentration eliciting half of the
maximum response) = 836 ng'mL"' and y = 3.13. In the second study the recovery rate
for rocuronium was estimated to be 36% at a pump rate of 1 uL-min”'. Rocuronium
muscle tissue concentrations could be measured in 25 microdialysate sammples.
Rocuronium concentrations were similar in patients treated with phenytoin and in
controls, although the doses required to obtain a similar effect were significantly higher
in patients on CPT. This findings confirm the results in the first study, due to a PK

mechanism could be explain them (less drug reaches the biophase due to its clearance).

CONCLUSIONS: We defined the relation between dose, concentration and effect of
rocuronium using PKPD models. Our results suggest that only PK mechanisms could
explain the biggest dose required in case of CPT. CPT increases the clearance of
rocuronium from 0.26 to 0.75 L-min”" but has no effect on the the remaining PK or PD
parameters. On the other hand, the quantification of microdialysis is technically feasible
in the clinical setting and it might help in studying pharmacologic mecanisms of drug

action.

Key words: Drug interactions, NONMEM, Population PKPD, Rocuronium,

microdialysis, phenytoin.
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Introduccion

2.1. Fisiologia de la union neuromuscular

La contraccion de la musculatura esquelética es posible gracias a la transmision
de una sefial eléctrica generada en la corteza cerebral hasta las fibras musculares. En el
trayecto de esta sefial intervienen dos conjuntos de neuronas. El cuerpo de la primera
neurona se encuentra localizado en el cortex. Su axon forma parte de la via piramidal y
desciende atravesando la sustancia blanca, formando parte de la cépsula interna, se
decusa en el bulbo raquideo y hace sinapsis con el cuerpo de la segunda neurona situada
en el asta anterior de la médula (aunque hay algunas neuronas que no siguen este
trayecto sino que hacen sinapsis con la segunda neurona en los nucleos motores de los
pares craneales). El ax6n de la segunda neurona (motoneurona o) forma parte del nervio
motor que inerva al misculo esquelético y pertenece al sistema nervioso somatico."
Dicho axdén estd recubierto de una vaina aislante de mielina con una serie de
interrupciones que constituyen los nodos de Ranvier y que permiten una conduccioén
saltatoria mas rapida del estimulo eléctrico. Finalmente, cada axon se ramifica en 20-
100 fibras nerviosas terminales, cada una de las cuales acabara inervando a una célula
muscular (Figura 1). Se define Unidad Motora como el conjunto de células musculares

. . . . , 3
inervadas por las fibras nerviosas terminales de un mismo axdn.

Figura 1. Trayecto del estimulo nervioso, desde el cortex hasta la célula muscular.

1. Primera neurona de la Via Piramidal, 2. Segunda neurona de la Via Piramidal, 3. Nervio somatico,
4. Unién Neuromuscular (UNM)

. o N - 4
Figura adaptada del “Curso sobre Monitorizacion del Neuromuscular”, con el consentimiento del autor.
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En la sinapsis entre el axon de esta motoneurona con la fibra muscular
esquelética tiene lugar la transmision nerviosa gracias a la existencia de una estructura
especializada llamada Unién Neuromuscular (UNM) o Placa Motora Terminal (Figura
2). Se considera esta UNM como la biofase o “compartimento del efecto” para los
Bloqueantes Neuromusculares (BNM). El mecanismo de la transmision neuromuscular
consiste en la liberacion del neurotransmisor acetilcolina (Ach), y su unién a los
receptores de la membrana postsinaptica.’” La UNM estd compuesta por el terminal
presinaptico, la hendidura siniptica y la membrana postsindptica. El terminal
presinaptico esta constituido por la fibra nerviosa terminal recubierta inicamente por
una célula de Schwann ya que a este nivel ya ha perdido la vaina de mielina. En la
hendidura sinaptica (50-60 nm) se encuentra la membrana basal. En ésta esta localizada
la acetilcolinesterasa, enzima sintetizada en la célula muscular, responsable del
metabolismo de la Ach.’ En la membrana postsinaptica se encuentran los Receptores
Nicotinicos para la Acetilcolina (RnAch) y unos canales de Na" voltaje dependientes,
que responden a la despolarizacion producida por un potencial de placa y generan un
potencial de accidon que se transmitird por toda la célula muscular, produciendo una
liberacion de Ca®" desde el reticulo sarcoplasmético y posibilitando de esta forma la
contraccion del musculo. La reentrada de Ca®" al reticulo sarcoplasmético inicia la

relajacion muscular que finaliza con la repolarizacion de la membrana.

En el cuerpo de la motoneurona se generan las enzimas necesarias para la
sintesis, almacenamiento y liberacion de la Ach y son transportadas mediante
microtibulos hasta el terminal presindptico, donde se sintetiza la Ach, a partir de colina
y acetato. Esta Ach se almacena en vesiculas. La gran mayoria de ellas forman un “pool
de reserva” y tan s6lo un 1% se almacena en lo que se conoce como “zonas activas”, de
forma que este “pool disponible” se libera de forma rdpida en respuesta a un potencial

., .. + . . o, .
de accién que condiciona la entrada de Ca*" en el terminal presinaptico.’

12
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Figura 2. Diagrama que representa los componentes de la UNM.’

La hendidura sinptica queda delimitada entre el axon terminal (arriba) y la célula muscular (abajo). Las
vesiculas de Ach se agrupan en torno a la zona activa. Los RnAch se representan como punteado negro
sobre las crestas de la membrana postsinaptica.

. . e L 4
Figura reproducida del “Curso sobre Monitorizacion del Neuromuscular”, con el consentimiento del autor.

La unién de la Ach con el RnAch produce un cambio conformacional en las
cadenas polipeptidicas que constituyen las subunidades del receptor, permitiendo la
apertura del canal transmembrana y el flujo de cationes hacia el interior (Na" y Ca*") y
el exterior (K") a favor del gradiente de concentracion. Posteriormente se produce la
hidrélisis de la Ach gracias a la acetilcolinesterasa.’ La mayor resistencia de un misculo
al efecto de los BNM viene determinada por el nimero de RnAch postsindpticos de la

UNM.

En determinadas situaciones patologicas se pierde el agrupamiento de los RnAch
en la UNM vy se produce un sobrecrecimiento de receptores a lo largo de toda la
membrana citoplasmatica de la célula muscular. Este fendmeno se conoce como “up

regulation”™’

y se puede observar en situaciones como la denervacion muscular,
accidente vascular cerebral, quemaduras, inmovilizacién prolongada, esclerosis
multiple.... Estos nuevos receptores son inmaduros y se caracterizan por tener una

PS4
€

subunidad “y” en lugar de una (201B19y). También se denominan receptores fetales
por ser caracteristicos de esta fase del desarrollo. Cuando aparecen estos receptores

inmaduros el tiempo de apertura del canal es mayor, motivo por el cual la salida de K"

13
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se ve incrementada. Esta situacion tiene relevancia clinica y ha de tenerse muy en
., + , . . .

cuenta, puesto que esta elevacion del K* podria poner en riesgo la vida de este tipo de

pacientes.® Ademas también pueden aparecer unos nuevos receptores nicotinicos

homoméricos propios del tejido neuronal (0.7).”

En otras ocasiones ocurre el fenomeno contrario, es decir, se produce una
disminucion en el nimero de RnAch’ de forma que la transmisién neuromuscular se ve
afectada. Este fenomeno se llama “down regulation” y se puede observar en situaciones
como la miastenia gravis, intoxicacion por anticolinesterasicos.... En la anestesia de los
pacientes con miastenia gravis no estan contraindicados los BNM?, aunque su uso ha de
ser reducido y es necesaria una adecuada monitorizacion para controlar su efecto. En la
Tabla 1 se resumen las caracteristicas principales de los receptores implicados en la
contraccion muscular y la Figura 3 muestra con mayor detalle la estructura de los

receptores “maduros” e “inmaduros”.

Exterior
seesd

Membrane

eceoy #0000 ...

Cytosol

a-Helices lorming gate

Figura 3. Estructura del RnAch.’

Arriba, seccion longitudinal del RnAch, en la que se muestra que se trata de un canal i6nico
transmembrana, compuesto por cinco subunidades (tras la seccidén unicamente se reflejan cuatro).

Abajo, a la izquierda un receptor maduro (20,13,0¢) y a la derecha un receptor inmaduro (20t;319y)

Figura reproducida del “Curso sobre Monitorizacion del Neuromuscular”, con el consentimiento del autor.
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RECEPTOR ESTRUCTURA CARACTERISTICAS PRINCIPALES
Presinapticos
RnAch 5 subunidades Promueven un mecanismo de feed-back positivo
proteicas'’ movilizando Ach.
asf, Responsables del fade, tipico con BNM no
despolarizantes.9 (véase apartado 2.2.4.2.)
RnAch No definida Se ha propuesto, aunque no demostrado, su
existencia.
Probablemente situado en el primer nddulo de
Ranvier.
Responsable de las descargas de repeticion
RmAch No definida Se ha propuesto, aunque no demostrado, su
existencia.
Serian de tipo inhibitorio
Postsinapticos

RnAch “maduro”

5 subunidades
proteicas™'!
(sintetizadas por las
células musculares y
ancladas a UNM por
la rapsina)’

2(X]B168

250 KDa

Cada molécula de Ach se une a un unico “lugar de
reconocimiento” (entre o y d)

Son necesarias dos moléculas de Ach (una para

cada “lugar de reconocimiento”), hecho que acaba
: s 9,12,13

produciendo la contraccién muscular.” >

RnAch “inmaduro”

5 subunidades
proteicas (cambio
de € por y con
respecto al maduro)

20(16167

También denominados fetales (caracteristicos de
esta fase del desarrollo)

Son extrasinapticos

Formaciéon y destruccion mdas rapida que los
maduros

El tiempo de apertura del canal es el triple que en
los maduros (aumenta la salida de K")

Rn Homoméricos
neuronales

7 subunidades
proteicas’

a7

Muy resistentes a los BNM no despolarizantes
pero muy sensibles a la colina.

Producen liberacién masiva de K

Tabla 1: Caracteristicas principales de los Receptores implicados en la UNM.'*

Rn = Receptor nicotinico; Rm = Receptor muscarinico; Ach = Acetilcolina
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2.2. Bloqueantes Neuromusculares.

2.2.1. Historia

Los primeros escritos conocidos sobre la utilizacion de BNM estan relacionados
con el descubrimiento de América, ya que en el siglo XV los indigenas de la cuenca del
rio Amazonas usaban la tubocurarina para envenenar las flechas que usaban en las
cacerias. Edward Bancroft fue médico del territorio que acabaria constituyendo la
Guayana Britanica. Este proporcioné a su hijo, Edward Nathaniel, unas muestras de
curare que habia traido consigo al volver de las Indias. Edward Nathaniel, también
médico, se asocié con Sir Benjamin Collins Brodie (1783-1862), fisidlogo y cirujano
inglés, quien realizd una serie de experimentos con esta sustancia, hasta describir por
primera vez (1812) el efecto paralizante del curare sobre los musculos respiratorios.
Brodie demostr6 que era posible mantener con vida a los animales curarizados si se les
suministraba ventilacion artificial. Por otro lado demostrd la falta de accidon de este
farmaco sobre el corazén ya que con posterioridad a su administracion, éste continuaba
latiendo. Charles Waterton (1782-1865), en el manuscrito “Waterton’s Wanderings in
South America”, describié un experimento similar inflando los pulmones de una burra
con un fuelle de forma que consigui® mantenerla con vida a pesar de haberle
suministrado curare. Claude Bernard (1813-1878), bidlogo, fisidlogo y médico francés
mostré en unos experimentos llevados a cabo en 1857 y confirmados varios afios
después, que el curare actuaba sobre la UNM bloqueando el impulso de los nervios
motores, y de esta forma estableci6 las bases cientificas de los BNM. En 1942, Griffith
y Johnson'®, dos anestesiologos canadienses, sugirieron que la d-tubocurarina era un
farmaco que proporcionaba una buena relajacion del musculo esquelético y que se
mostraba seguro para ser usado durante la cirugia. En 1947, Daniel Bovet obtuvo la
Gallamina, primer derivado sintético de esta familia de farmacos. Dos afios mas tarde
sintetiz6 la Succinilcolina (SC), que se introdujo en clinica humana en 1951 por Briicke
en Viena'® y Thesleff en Estocolmo.'” Con posterioridad, han ido apareciendo nuevos
farmacos BNM, de forma que en la actualidad es posible escoger el mejor BNM para el
paciente seglin la patologia que presente y/o las necesidades anestésico-quirurgicas en

.y, .. : 14,18
funcién del procedimiento a que vaya a ser sometido. ™
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2.2.2. Accion de los Bloqueantes Neuromusculares a nivel de l1a placa motora.

Los farmacos BNM acttian a nivel de la UNM, concretamente sobre el RnAch,
bloqueando la transmision de la sefial nerviosa que acabaria suponiendo la contraccion
del musculo. (Figura 4). De esta forma ocasionan su efecto farmacolégico mas
importante: la inmovilidad en el paciente. El mecanismo de accién difiere segun se trate
de BNM despolarizantes (mecanismo basado en la persistencia de la despolarizacion) o

no despolarizantes (mecanismo basado en un bloqueo competitivo de los RnAch)."*

Figura 4: Esquema que representa la unién de la Ach (en azul claro) al RnAch (en
rosa), asi como la entrada y salida de Sodio (Na") y Potasio (K") a través del canal en
ausencia de BNM.

. S » i 4
Figura adaptada del “Curso sobre Monitorizacién del Neuromuscular”, con el consentimiento del autor.

2.2.2.1. Mecanismo de accion de los Bloqueantes Neuromusculares Despolarizantes

Los BNM despolarizantes, cuyo maximo representante es la SC, poseen
actividad intrinseca (agonistas) y se unen al RnAch activandolo.” Su desaparicion de la
hendidura sinaptica es lenta, ya que no son hidrolizados por la acetilcolinesterasa como

le sucede a la Ach, de forma que se permite la unién repetida del BNM a los receptores,

17



Introduccion

prolongandose el tiempo que la membrana postsiniptica permanece despolarizada,

produciendo con ello la relajacion muscular. (Figura 5)

De esta forma, la SC permite la apertura del canal. Para poder dar lugar a la
despolarizacién de la membrana, es necesario que se ocupen los dos lugares de
reconocimiento de las subunidades “a;” de forma que la ocupacion puede ser por una
molécula de SC y una de Ach o dos moléculas de SC. Con un 25% de los RnAch
abiertos es suficiente para generar una despolarizacion permanente de la membrana
muscular y producir un bloqueo despolarizante. Se produce un flujo continuo de
corrientes eléctricas locales por las que, una vez inactivados los canales de Na“ y
abolida su conductancia, siguen abiertos los canales de K' y restauran el potencial de
membrana de reposo, de forma que el musculo permanece inexcitable.'”'” Por este
motivo, inicialmente se produce una excitacidon y contraccion visible del musculo
(fasciculaciones), resultado de la despolarizacion aleatoria de distintas fibras
musculares, para a continuacién producirse una pardalisis flaccida. Sin embargo, si
continda la exposicidon de la SC en la UNM, el bloqueo pasa a tener, en mayor o menor
grado, las caracteristicas de un bloqueo no despolarizante. Es lo que se conoce como

Bloqueo en fase II, cuyo mecanismo todavia no esta totalmente dilucidado.®*%*'

2

$$S
-»® -

Figura 5: Esquema que representa la union del BNM Despolarizante (estrella lila)
al RnAch (en rosa), asi como la entrada y salida de Sodio (Na") y Potasio (K") a través
del canal.

. S » i 4
Figura adaptada del “Curso sobre Monitorizacion del Neuromuscular”, con el consentimiento del autor.
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2.2.2.2. Mecanismo de acciéon de los Bloqueantes Neuromusculares No

Despolarizantes

En el caso de los BNM No despolarizantes, el mecanismo de accion es distinto.
Existe afinidad entre el receptor y el BNM pero este ultimo es incapaz de producir el
cambio conformacional en la proteina del receptor que origina la apertura del canal
iénico.” Sin embargo, impide el acceso de la Ach al RnAch, actuando como antagonista

competitivo "'* y produciendo la relajacién muscular (Figura 6)

Los farmacos que lo producen, se unen a uno o a ambos receptores de las
subunidades “o;” del RnAch, de forma que se reduce la apertura del canal (o queda
abolida si las dosis son suficientemente altas). Las moléculas de los BNM no
despolarizantes se disocian espontanea y rapidamente del receptor, para volver a unirse
a ese u otro receptor, hasta que el gradiente de difusion haga disminuir su
concentracion, ya que no son metabolizadas por la acetilcolinesterasa. Una unica
molécula unida a un lugar de reconocimiento de las subunidades “o.;” es suficiente para
inactivar el canal de forma competitiva. Debido al margen de seguridad de la
transmision neuromuscular, es necesario inactivar el 75% de los RnAch para que se
inicie la instauracidon del bloqueo no despolarizante. Este es el mecanismo fundamental
de accion de este tipo de farmacos, pero existen otras acciones no competitivas que
contribuyen o modifican el bloqueo. De esta forma se puede producir bloqueo del canal,
bloqueo por desensibilizacién y bloqueo por alteracion del entorno lipidico.* En el
bloqueo del canal se produce la obstruccidn fisica por parte de la molécula, de forma
que se impide el paso de los iones, bloqueando la transmisién. En el bloqueo por
desensibilizacion se produce un cambio en la configuracion del receptor y los canales,
imposibilitando la apertura de estos ultimos. Este cambio en la configuracidon parece
estar relacionado con la fosforilacion de las proteinas del canal, aunque todavia existen
muchas dudas al respecto. En el bloqueo por alteracion del entorno lipidico se produce
la disolucion de la sustancia o el firmaco en la membrana lipoidea, alterando el entorno

de los canales e impidiendo los cambios rotacionales necesarios para su apertura.'*

Existen una serie de factores que aumentan el bloqueo neuromuscular producido

por este tipo de farmacos, entre los que se encuentran los siguientes: hipotermia,
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acidosis  respiratoria, hipokalemia, hipocalcemia, hipermagnesemia, funcidon
adrenocortical reducida y pacientes gravemente enfermos. Lo mismo ocurre con
algunos farmacos tales como anestésicos inhalatorios, antibidticos aminoglicdsidos,
clindamicina, estreptomicina, polimixina A y B, anestésicos locales, antiarritmicos
cardiacos como lidocaina, quinidina, procainamida, bloqueantes de los canales de
calcio, diuréticos de asa, furosemida, azatioprina, tiazidas, magnesio, litio,

clorpromazina, fenitoina y bloqueantes ganglionares.

Los BNM no despolarizantes pueden clasificarse segiin su estructura quimica.
De esta forma distinguimos entre los bencilisoquinoleinicos (d-tubocurarina, atracurio,
cisatracurio, mivacurio...) y los aminoesteroideos (pancuronio, vecuronio, rocuronio,
rapacuronio...). De todo el amplio abanico de BNM, se ha escogido el bromuro de
rocuronio como eje central en este trabajo ya que, aunque todavia se encuentra lejos de
ser el BNM ideal, posee unas caracteristicas (latencia, estabilidad, ausencia de

metabolitos activos...) que lo han convertido en uno de los BNM de eleccion en la

® o

practica habitual.

Na'

ﬁ

® ® ® ©  muscular

e "
Ky suinica
:

Figura 6: Esquema que representa la union del BNM No Despolarizante (estrella
lila) al RnAch (en rosa). También se observa como el canal queda bloqueado.

. S » i 4
Figura adaptada del “Curso sobre Monitorizacion del Neuromuscular”, con el consentimiento del autor.
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2.2.3. Otros efectos farmacologicos de los Bloqueantes Neuromusculares

Ademas de la paralisis muscular, los BNM producen una serie de efectos
colaterales que es preciso conocer por sus implicaciones clinicas. En el caso de los
BNM despolarizantes (SC), la mayoria de estos efectos derivan de su mecanismo de
accion. Como ya se ha comentado, al tratarse de dos moléculas de Ach unidas, producen
una despolarizacion prolongada de la placa terminal muscular provocando inicialmente
fasciculaciones® que conllevan una serie de consecuencias.

Cuando se trata de los BNM no despolarizantes, al ser componentes derivados
del amonio cuaternario igual que la Ach, pueden provocar, en mayor o menor grado, la
estimulaciéon o el bloqueo de los receptores colinérgicos repartidos por todo el

-3 Estos receptores pueden ser nicotinicos, como los de la UNM vy los

organismo
ganglios autondmicos y también muscarinicos, incluyendo los receptores
parasimpaticos postganglionares de Organos como el intestino, vesicula biliar,
bronquios, corazén y pupilas.**

En la Tabla 2 se recogen los efectos farmacologicos mas relevantes

clinicamente.
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EFECTOS FARMACOLOGICOS

BNM DESPOLARIZANTES?

Efectos musculares: Fundamentalmente debidos a las fasciculaciones.
o Incremento de la presion intraabdominal (se facilita la regurgitacion)
o  Mialgias, mioglobinuria y aumento de las creatinfosfoquinasas (CPK)
o Espasmo de maseteros®®
o  Reacciones miotonicas (especialmente en nifios)
Efectos sobre el aparato cardiovascular:
o  Agonismo sobre receptores muscarinicos en el nodo sinusal: bradicardia sinusal (especialmente en nifios)
o  Agonismo sobre receptores nicotinicos de los ganglios simpaticos y parasimpaticos
Hiperpotasemia®': Especialmente importante en pacientes con aumento de receptores extrasinipticos (encamamiento
prolongado, encefalitis, traumatismos craneoencefalicos, esclerosis multiple, polineuropatias...)
Aumento de la presion intracraneal: Posiblemente debido al aumento de flujo sanguineo cerebral
Aumento de la presion intraocular: Efecto ciclopléjico (peligroso en glaucoma severo o perforacion ocular)
Reacciones graves:
o  Reacciones anafilacticas y anafilactoides
o  Desencadenante de hipertermia maligna en personas susceptibles

BNM NO DESPOLARIZANTES
BENCILISOQUINOLEINICOS

Relacionados con la liberacién de histamina: (fundamentalmente con atracurio, en menor intensidad con mivacurio®’ y casi
inexistente con cisatracuriozx)

o  Enrojecimiento de la piel”

o Hipotension® (por efecto de la histamina ya que el efecto vagolitico es practicamente nulo)

o Broncoespasmo31
Interferencia en la respuesta ventilatoria a la hipoxia: Debida a la depresion neuronal dosis-dependiente de los receptores
nicotinicos de Ach del cuerpo carotideo.’>*

BNM NO DESPOLARIZANTES
ESTEROIDEOS

Efectos sobre el aparato cardiovascular: Aumento de la frecuencia cardiaca, presion arterial media e indice cardiaco®,
especialmente con gallamina y pancuronio® (en mucha menor medida con vecuronio y rocuronio), por:

o Efecto vagolitico (“atropina like™®)

o Efecto simpaticomimético sobre la liberacion de noradrenalina o bloqueo de su recaptacion.’’ Debido a este
mecanismo el pancuronio puede desencadenar arritmias malignas (especialmente en condiciones de hipoxia y
asociacion a farmacos como el digital o el halotano™®)

Relacionados con la liberacion de histamina:

o Broncoespasmo y alteraciones hemodindmicas: son muy raras, aunque se han descrito.***' Con rapacuronio la
incidencia es mayor (14%) pero parece deberse a un mayor bloqueo de los receptores M2 o a la no inhibicion de los
receptores M3.*

Interferencia en la respuesta ventilatoria a la hipoxia: Debida a la depresion neuronal dosis-dependiente de los receptores
nicotinicos de Ach del cuerpo carotideo. 3434

Tabla 2: Efectos farmacoldgicos de los BNM con mayor relevancia clinica.
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2.2.4. Monitorizacion del efecto de los Bloqueantes Neuromusculares

2.2.4.1. Generalidades

* Ventajas e informacion obtenida al monitorizar

La monitorizacion del bloqueo muscular permite la obtencion de informacion

objetiva sobre el curso temporal del efecto de los BNM, por lo que es altamente

recomendable y aumenta la seguridad del paciente debido a multiples factores:

Permite ajustar la dosis en funcién de:
= Variabilidad interindividual (edad, peso, patologia coexistente...)
= Variabilidad en el nivel de relajacion que precisan las distintas

intervenciones.

Permite la evaluacion del grado de bloqueo en un momento determinado:
= Tiempo de inicio de accién
= Optimizacion del tiempo de reversion

= Optimizacién del tiempo de repeticion de dosis

Permite evaluar la posibilidad de relajacion residual. Especialmente por:
= Posibles complicaciones respiratorias
= Tiempos de recuperacion (sobre todo importantes en cirugia

mayor ambulatoria)

De gran ayuda en:
= Diagndstico diferencial de la depresion respiratoria
= Diagndstico diferencial de miopatias.
= Diagnodstico de sensibilidad anormal a la SC y bloqueos en fase 11

= Interacciones farmacoldgicas
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* Condiciones que afectan a la medicion

La base de la monitorizacion consiste en provocar un potencial de accién
mediante la aplicacién de un estimulo eléctrico (mediante un estimulador de nervio
periférico) y posteriormente registrar la magnitud de la respuesta muscular obtenida.

Existen una serie de condiciones que afectan a este registro, segin su localizacion:

- Estimulador del nervio periférico

El estimulador de nervio periférico (ENP) ideal ha de ser firme, liviano,
facil de utilizar y deberia funcionar con bateria, disponiendo de una sefial de

bajo nivel de carga (Figura 7).

-
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Figura 7: Estimulador de nervio periférico.

- Caracteristicas del estimulo

Frecuencia: En estimulo simple (twitch) deberia ser de 0.1 Hz (1 estimulo
cada 10 segundos) o menor, ya que a frecuencias mayores la respuesta muscular
disminuye gradualmente (agotamiento por el bloqueo de los receptores
presinapticos).

Tipo de onda: Para evitar una estimulacidn repetitiva, la duracién debe
ser de 0.2 a 0.3 milisegundos® (inferior al periodo refractario de la UNM), y
tener las caracteristicas de monofésica y rectangular (onda cuadrada).

Corriente y voltaje: La intensidad del estimulo ha de ser supramaxima, es

decir, aquella que recluta a todas las unidades motoras del nervio
correspondiente. Por razones de seguridad en la préctica clinica ha de ser
inferior a 80 mA. El ENP debe mantener una corriente constante y no un voltaje

constante.
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- Interfase estimulador-paciente:

Piel: Se ha de preparar adecuadamente: limpieza con alcohol dejando
secar, rasurado...(Figura 8). La disminuciéon de la resistencia atenta la
quemadura y el dolor. La temperatura deberia ser >32° (tapar si es necesario). Se

han de evitar zonas con edema.

Figura 8: Preparacion de la piel.

Electrodos: Los ideales han de ser desechables y con una pequeiia

superficie de contacto. Han de estar separados entre ellos por 3-6 cm. (Figura 9)

Figura 9: Colocacion de electrodos.

- Lugares de estimulacién:

Los diferentes grupos musculares difieren entre si en cuanto a la
sensibilidad a los BNM. Las causas son diversas, aunque basicamente se trata de
diferencias a nivel del flujo sanguineo, temperatura, densidad de receptores y

distinto margen de seguridad de cada grupo muscular.'*
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Aunque la respuesta a la estimulacion del nervio facial presenta un
comportamiento parecido a la de los muisculos respiratorios,*® habitualmente la
primera prioridad como lugar de estimulacion suele ser el nervio cubital por
tratarse de un nervio accesible a la estimulacion y por la posibilidad de medicion
de la respuesta de una forma sencilla y fiable.'* Habitualmente se establecen las

siguientes prioridades:

Primera prioridad: Nervio cubital (electrodos a nivel de la muiieca).

Respuesta: Adduccién del pulgar y flexion de indice y mefiique.*’

(Figura 10)

Figura 10: Estimulacién del nervio cubital.

Segunda prioridad: Nervio facial (electrodos por encima y por debajo del

canto del o0jo). Respuesta: Contraccion del musculo orbicularis oculi y

del musculo corrugator supercilii.*® (Figura 11)

Figura 11: Estimulacién del nervio facial.

A la izquierda respuesta del musculo orbicularis oculi. A la derecha respuesta del musculo

corrugator supercilii.
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Tercera prioridad: Nervio tibial posterior (electrodos por detrds del

maleolo interno). Respuesta: Flexion plantar del pie. (Figura 12)

Figura 12: Estimulacidn del nervio tibial posterior.

2.2.4.2. Respuesta a los patrones de estimulacion

Las respuestas a los diferentes patrones de estimulo durante las distintas fases

del bloqueo neuromuscular son (véase Tabla 3)*":

* Durante la fase de induccién del bloqueo: desaparicion de la respuesta al
estimulo simple (twitch) o desaparicion de las cuatro respuestas del tren de
cuatro (TOF).

* Durante el bloqueo intenso: No hay respuesta al estimulo del TOF ni al Contaje
Postetanico (PTC), por tanto no es posible cuantificar el grado exacto del
efecto.

* Durante el bloqueo profundo: No hay respuesta al estimulo del TOF pero si al
PTC.

* Durante el bloqueo moderado: Hay 1, 2 o 3 respuestas al estimulo del TOF.

* Durante la reversion: Hasta que no se aprecie agotamiento en el estimulo de

doble rafaga (DBS) o en el TOF-ratio.
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PATRON DE FORMA DE RESPUESTA RESPUESTA CON VENTAJAS DESVENTAJAS OTROS
ESTIMULACION APLICAR EL CON BNMD BNMND COMENTARIOS
ESTIMULO
- - Permite definir | - Precisa calibracion | - Utilidades clinicas:
ESTIMULO 0.1-1.0 Hz. ‘!'l parametros previa. Determinacion estimulo
! neuromusculares supramaximo, inicio de
SIMPLE ‘| ”H ,‘I ‘ como el tiempo de accion, diagnostico
(TWITCH) T R— - inicio, duracién diferencial bésico de
[ 1 56 78 § I L % ) clinica, indice de patologia neuromuscular.
min min recuperacion...*
- Permite definir el | - Poco util en bloqueos | - Utilidades clinicas:
TREN DE ;i | ™ A TOF ratio.** profundos. Monitorizacién rutinaria de
I : - No precisa la profundidad del bloqueo,
CUATRO (TOF) Jml ll ! “”H” pﬂmm. :| o : calibracién previa.*? diagnéstico de  bloqueo
p \ p .ll I L,|-|_ (Mt - Poco doloroso y no residual, correlacion con
1.5sec 12sec \ 4 i W5 R altera la transmision indices clinicos de
neuromuscular recuperacion...
- Posibilita la [ - Es doloroso (nunca [ - La PPT produce un
ESTIMULACION Estimulos supramaximos Se mantiene la La contraccion sufre un potenciacion con paciente despierto) | aumento en la concentracion
TETANICA a frecuencias de 50, 100 contraccion mientras decaimiento™ postetanica (PPT) de Ca* presinaptico lo que
0200 Hz dura el estimulo. durante 1 min supone un aumento en la
aproximadamente. liberacion de Ach con
estimulos posteriores.
- M : - Muy util en |- Es doloroso (nunca | - Para cada BNM existe una
CONTAJE <2 P Q bloqueos profundos. | con paciente despierto) | correlaciéon  inversamente
‘ — - Altera la transmision | proporcional entre el PTC y
POSTETANICO Jm“_ﬂmu]ﬂﬂ u“l I ““}\1 I““ 1l neuromuscular el tiempo que transcurrird
(PTC) Moderate dep block Moderate non-dep (realizar cada 6 min o | antes de obtener la primera
T& (SO Hz) block mas). respuesta del TOF>*
SO S v - Permite definir el | - La ausencia de | -La evaluacion tactil del
DOBLE DBS ratio. *** agotamiento no | DBS es superior a la
RAFAGA (DBS) - Permite la excluye la posibilidad | evaluacion tactil del TOF.
e )

- TSSO rrrsac 1

deteccion tactil o
visual del bloqueo
residual®

de bloqueo residual.

Tabla 3: Patrones de estimulacidn: definicidn, respuestas en presencia de BNMD y BNMND vy ventajas e inconvenientes.
* ek y kx%: Véanse definiciones en el apartado siguiente. BNMD = BNM Despolarizante, BNMND = BNM No Despolarizante, Sec = segundos, Min = minutos
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2.2.4.3. Parametros de monitorizacion neuromuscular

En funcién de los cursos temporales del efecto establecidos a partir de los
diferentes patrones de estimulacidon se definen una serie de parametros que se utilizan
para determinar el efecto de un BNM en un momento determinado o para establecer

comparaciones entre diferentes BNM.

*  Pardametros definidos después de la administracion de un BNM seguida de la

estimulacion mediante el patron de estimulos simples (Figura 13).

100 ~

50 A

1

Tiempo

Altura del estimulo simple (%o)

Figura 13: Representacion grafica de los pardmetros definidos mediante
la aplicacion de estimulos simples después de administrar un BNM. Las barras
de colores representan los diferentes pardmetros, tal y como se define a
continuacion.
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. Tiempo de primera inhibicién (lag time): Tiempo transcurrido desde la
administracion del farmaco y la caida de un 5% de la altura del twitch en
relacién a la respuesta obtenida con un estimulo supraméaximo. Segun el

grafico, tiempo desde el inicio hasta que aparece la respuesta roja.

. Tiempo de latencia: Tiempo transcurrido desde la administracion del BNM
y la caida de un 25% de la altura del twitch en relacion a la respuesta
obtenida con un estimulo supraméaximo. Segun el grafico, tiempo desde el

inicio hasta que aparece la respuesta verde.

. Tiempo de bloqueo maximo (onset): Tiempo comprendido desde la
administracion del BNM y el efecto méximo observable. Segun el grafico,

tiempo desde el inicio hasta la desaparicion de las respuestas.

. Duracién clinica eficaz (DUR 25): Tiempo transcurrido entre la
administracion y la recuperacion del 25% de la contraccion muscular. Suele
coincidir con la reapariciéon de la tercera respuesta del TOF. Segun el

grafico, tiempo desde el inicio hasta que aparece la respuesta azul.

. Indice de recuperacion: Tiempo comprendido entre la recuperacion del 25
y el 75% de la contraccion muscular. Segin el gréafico, tiempo entre la

respuesta azul y la amarilla.
Duracion noventa (DUR 90): Tiempo transcurrido entre la administracion y

la recuperacion del 90% de la contraccion muscular. Segun el grafico,

tiempo desde el inicio hasta que aparece la respuesta naranja.
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* Pardametros definidos después de la administracion de un BNM no

despolarizante seguida de la estimulacion mediante el patron TOF

TOF ratio o relacion del Tren de Cuatro o cociente T4/T1:

Cociente entre la amplitud de la cuarta respuesta y la amplitud de la primera. En
ausencia de bloqueo no despolarizante, las cuatro respuestas son iguales por lo que
el TOF-ratio es de 1. En presencia de bloqueo no despolarizante, esta relacion es
menor de 1. Este fenomeno se conoce como “agotamiento” o “fade” y se debe al
bloqueo de los receptores nicotinicos presinapticos encargados de favorecer la
liberacion de Ach del pool de reserva. Este bloqueo provoca que la contraccion
muscular sea cada vez menor. El grado de agotamiento depende de la magnitud del
bloqueo, de la frecuencia y duracién de la estimulacion y del intervalo con que es

aplicada. Es un pardmetro muy util en la fase de recuperacion. (Figura 14).
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< g . : : < : : :
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TOF ratio= T4/T1= 20/80=25% TOF ratio= T4/T1=70/100=70%

Figura 14: Definicidon de TOF ratio y presentacion de 2 ejemplos.
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T1%:

Relacion entre la amplitud de la primera respuesta del TOF y la respuesta
supramaxima (calculada en ausencia de BNM). Es un pardmetro muy til en la fase
de induccion del bloqueo. Si tenemos en cuenta la altura del T1%, se pueden definir

los siguientes indicadores:

- Indicadores relacionados con el inicio del efecto:

o Tlype: Tiempo para alcanzar el T1% correspondiente al 10% del valor

basal. Es dosis-dependiente (a mayor dosis, menor T1;¢q,).

o Tpg (time to “Peak Effect”): Tiempo para alcanzar el efecto maximo.

Es dosis-independiente.®

- Indicadores relacionados con la duracion y la recuperacion del efecto:

o “Duration Tls0,”: Tiempo hasta alcanzar la recuperacion de la
respuesta hasta el 25% respecto del T1% basal. Es equivalente a la

duracién clinica eficaz (DUR 25) definida en el apartado anterior.

o “Offset T1ys59,750": Tiempo transcurrido desde el momento en que la
respuesta se recupera al 25% respecto del T1% basal hasta que la
respuesta corresponde al 75% de la basal. Es equivalente al indice de

recuperacion definido en el apartado anterior.
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* Pardametros definidos después de la administracion de un BNM no

despolarizante seguida de la estimulacion mediante el patron PTC

El Contaje postetanico (PTC) es un parametro de gran ayuda en los bloqueos
profundos. El numero de estimulos simples que se pueden contar después de una
PPT se correlaciona de forma inversa con el tiempo que transcurrird hasta obtener la

primera respuesta del TOF. : (Figura 15).

Intense block Surgical block
C D

T JLU T O R

TE PTS

Response

PTC ana

| |, | “Ihln
no. of TOF

responses 0 0 0 1 0 3 £ &

Figura 15: Panel superior: representacion grafica de la estimulacion tetanica seguida de
estimulos simples. Panel inferior: representacion grafica de la respuesta obtenida (TOF
y PTC) tras estimular en un momento con BNM intenso y con BNM moderado o
quirdrgico.

Figura reproducida del “Curso sobre Monitorizacion del Neuromuscular”, con el consentimiento del autor.
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* Pardametros definidos después de la administracion de un BNM no

despolarizante seguida de la estimulacion mediante el patron DBS

Finalmente después de un DBS se define el pardmetro DBS-ratio como el
cociente entre la amplitud de segunda respuesta del DBS y la amplitud de la primera

(Figura 16). Medidos mecanicamente, el TOF ratio y el DBS ratio han de coincidir.

sl T TR TR IR

TOF 0883,3

|||1|; u::L hIL.[L HIL |

Control Recovery

Response:

“

TOF and
DBSs,a ratios

0.9

Figura 16: Panel superior: representacion grafica del patron de estimulacion TOF y
DBS3 3. Panel inferior: representacion grafica de las respuestas obtenidas (TOF ratio y
DBS ratio) en el momento basal y a lo largo de la recuperacion del BNM.

Figura reproducida del “Curso sobre Monitorizacion del Neuromuscular”, con el consentimiento del autor.

2.2.4.4. Sistemas de registro

La respuesta obtenida se puede registrar de diferentes formas. Véase la Tabla 4,

a continuacion:
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SISTEMAS DE
REGISTRO”’

FIGURA

BASES

VENTAJAS

DESVENTAJAS

EVALUACION
SUBJETIVA

MECANOMIOGRAFIA

(MMG)

ACELEROMIOGRAFIiA

(AMG)

ELECTROMIOGRAFIA

(EMG)

CINEMIOGRAFIA

(KMG)

FONOMIOGRAFIA

(PMG)

- Incluye la evaluacion clinica (levantar la
cabeza, funcion visual, hablar, toser...) y la
observacion clinica y/o tactil tras un TOF o
DBS.

- Es el sistema mas
sencillo y barato.

- Realmente no es un
“sistema de registro” ya
que al ser un método
subjetivo no es posible el
registro con objetividad
(es inespecifico)

- Cuantificacion de la contraccion isométrica
muscular, gracias a la medicion directa de la
fuerza de la contraccion mediante un
transductor.>®

- Medicion directa de la
fuerza de la contraccion.

- Método voluminoso y
complejo de aplicacion en
la clinica habitual.

- Fijacion compleja de la
mano (es esencial la
contraccion isométrica)

- Basado en la segunda ley de Newton:™
Fuerza = Masa x Aceleracion

- Un transductor piezoeléctrico mide la
aceleracion angular del dedo que es proporcional
a la fuerza (ya que la masa del dedo es constante)

- Mas sencillo y menos
voluminoso que la MMG
y la EMG.

- Importante la colocacion
de férulas que eviten
mediciones erroneas.

- Analisis de la sefial eléctrica generada por un
potencial de accion muscular.

- La amplitud de dicha sefial es directamente
proporcional al numero de unidades motoras
contraidas.”

- Permite  monitorizar
varios grupos musculares.
- Menor afectacion por
movimientos que  otros
sistemas.'*

- Colocacién engorrosa de
los electrodos.

- Basado en la medicion del desplazamiento de
los dedos (similar a la AMG)

- Mas sencillo y menos
voluminoso que la MMG
y la EMG.

- Importante la colocacion
de férulas que eviten
mediciones erroneas.

- Basado en los sonidos de baja frecuencia que
emite la contraccion de fibras musculares. Se
propagan por la piel generando ondas que se
pueden registrar con micréfonos adecuados.

- La amplitud de estas ondas se correlaciona con
la fuerza de la contraccion.**!

- Sencillo de utilizar en los
musculos superficiales.

- La medicion del efecto
no es paralela a la
obtenida con MMG.

Tabla 4: Sistemas de registro.
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2.2.5. Bromuro de Rocuronio

El rocuronio pertenece al grupo de BNM aminoesteroideos. Se trata de un BNM

de uso comun en la clinica diaria, ya que ofrece ventajas respecto a otros (latencia,

ausencia de metabolitos...). Sus caracteristicas principales son las siguientes (Tabla 5):

BROMURO DE ROCURONIO

Sintesis por primera vez

1989, Muir®

Introduccion en clinica

1993

Estructura quimica

CH,

CH, 0 O

D o0
- 7

HO HoC

. Bromuro  de 1-(17B-acetoxi-3a-hidroxi-2B-morfolino-5a-
androstano-16-il)-1-alil pirrolidino. C;Hs;BrN,Oy4

. Es un derivado del vecuronio: difiere en tres posiciones del
nucleo esteroideo y no contiene el fragmento “Ach-like”. Por
este motivo es 5 veces menos potente (més lipofilico).

Presentacion

. Ampollas de 5y 10 ml (cada ml contiene 10 mg)

*  Solucién estable debido a la sustitucion del grupo acetato,
unido al anillo A, por un grupo hidroxilo.

. Su pH es de 4 (puede aparecer dolor a la inyeccion).

Peso molecular

546 Daltons®

Vdss (ml'kg™")

220 + 43 Menor que el del vecuronio®

Cl (ml-kg"-min™")

5,1+1,1%

Metabolismo y eliminacién

. Captacion hepatica, eliminacion biliar

. Sélo entre un 15-25% de la dosis administrada se encuentra en
orina de 24 horas®*®

*  Ausencia de metabolitos medibles en plasma, orina o bilis.

* La acumulacion depende de la dosis administrada y de su
distribucién y eliminacion. La insuficiencia hepatica avanzada
prolonga el tiempo de vida media p."*

DEys

0,3 mgkg 1%

Tiempo de latencia

s Menor que el del vecuronio: 33 = 13 segundos®

*  Esto se debe a la baja potencia: al precisar dosis mayores se
origina un importante gradiente de concentraciones entre plasma
y biofase.

Onset

En torno a 1,5 minutos (menor que el vecuronio) aunque es variable
en funcion del autor® %%

Duracion 25%

En torno a 30 minutos (similar al vecuronio) aunque es variable en
funcion del autor'*>**

Tabla S: Caracteristicas principales del bromuro de rocuronio.
Vdss: Volumen de distribucion en estado de equilibrio. Cl: Aclaramiento plasmatico.
DEys: Dosis eficaz 95: Es la dosis necesaria para producir un efecto determinado en el 95% de la

., 8 . . . .
poblacién.” En el caso de los BNM se considera que 2 DEgs es la dosis necesaria para producir la
relajacion de las estructuras anatdmicas y permitir una adecuada intubacion traqueal siempre que el
tiempo sea también el adecuado.'® Onset: Tiempo de bloqueo maximo.
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2.3. Interaccion de los farmacos antiepilépticos con los Bloqueantes

Neuromusculares.

De entre el amplio abanico de agentes anticomiciales, uno de los mas
comunmente utilizados en la préctica clinica es la fenitoina o difenilhidantoina. La
fenitoina, se sintetizd por primera vez en 1908 por Heinrich Biltz y fue aprobada por la
FDA en 1953 para el tratamiento de las convulsiones. Su mecanismo de accion consiste
en bloquear los canales de Na' voltaje dependientes (efecto estabilizador del umbral de
membrana), de forma que inhibe la propagacion de la actividad convulsivante en la
corteza motora cerebral. Debido a este bloqueo sobre los canales de Na' en las células
del miocardio, también tiene propiedades como agente antiarritmico. Ademas de actuar
sobre la conductancia del Na®, también lo hace sobre el K y el Ca®" alterando de esta
forma los potenciales de membrana. Por otro lado interfiere en las concentraciones de
ciertos aminoacidos y neurotransmisores como la Ach y acido gamma-aminobutirico.
Se considera que los niveles plasmaticos terapéuticos son entre 10 y 20 ug:mL™. El
porcentaje de unidén a proteinas es del 90%. Si la concentracion es elevada también
puede tener efectos relacionados con la serotonina, noradrenalina y dopamina. Entre los
efectos secundarios neuroldgicos mas comunes se encuentra el nistagmo horizontal y el
exantema cutdneo. A dosis toxicas puede producirse ataxia cerebral, oftalmoparesia y
falta de coordinacién y confusion de origen cerebeloso. A nivel sistémico puede
aparecer hiperplasia gingival, linfadenopatia, hirsutismo y osteomalacia. Esta
considerado como un farmaco potencialmente teratdgeno. En el apartado de
interacciones farmacologicas destacan los aumentos de sus niveles por dicumarol,
sulfamidas...y disminucién de sus niveles por fairmacos como la carbamazepina y el
fenobarbital.?

La interaccion entre la fenitoina y el efecto de algunos BNM puede tener un
componente PK (actuando fundamentalmente sobre el metabolismo de los BNM) y/o
PD (con una actuacién directa del anticomicial sobre la UNM). Es muy importante
destacar que esta accidn es completamente distinta en funcidn de si la administracion de
la fenitoina es aguda o crénica (al menos durante una semana de tratamiento).”*°
Los pacientes que reciben anticomiciales de forma aguda presentan un

91-93

incremento del efecto del bloqueo no despolarizante. Los mecanismos exactos que
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producen este incremento del efecto todavia no estdn claros pero podrian tener una
explicacion plausible basada fundamentalmente en el ambito PD.”* El mecanismo de

>3 Bntre los diferentes

accion de la fenitoina sobre la UNM parece ser complejo.
mecanismos descritos en la literatura destacan: efecto a nivel presinaptico y
postsinaptico,”* efecto estabilizador de membranas” y reduccién en la sintesis y
liberacion de Ach.”*'"

Por otro lado, los pacientes que reciben Terapia Crdénica con Fenitoina (TCF)
presentan una resistencia al efecto de los BNM no despolarizantes.'’' Esta interaccion
no se produce con todos los BNM no despolarizantes, sino que parece producirse
especialmente con los derivados esteroideos. (Tabla 6) Se han reportado dos posibles

. . . . 93
mecanismos para explicar esta resistencia al efecto:

* Mecanismo PK. Existen dos posibles explicaciones:

o Incremento del metabolismo hepatico y aclaramiento por induccion
enzimatica.
El bromuro de rocuronio se elimina mayoritariamente de forma no

. . 1e 565
modificada por la orina o la bilis,”

pero existe un 10% que es
metabolizado a formas hidrofilicas mediante decarboxilacion.
Presumiblemente una subunidad del sistema citocromo Psso (Citocromo
P4s03A4)° es la encargada de esta decarboxilacion, aunque este punto
todavia no estd confirmado. Los farmacos antiepilépticos son potentes
inductores enzimaticos del sistema microsomal en el higado, ya que
incrementan la actividad metabdlica del Citocromo P4so. Concretamente
la fenitoina induce a los siguientes enzimas: Citocromo P4s502C,
Citocromo P4s03A y uridina difosfato  glucuronosiltransferasa
(generalmente incrementando la transcripcion de esos genes especificos)
mientras que inhibe al Citocromo Pys502C9.>'%%!'” La induccion de las

enzimas responsables del aclaramiento (“clearance”) del bromuro de

rocuronio producirian un incremento de dicho aclaramiento.
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o Incremento de la union a proteinas, que tiene como resultado una
disminucion de la fraccion libre de farmaco.

La al-glicoproteina 4acida (AAG) es una proteina encargada de unir a
muchos farmacos cationicos, incluyendo los BNM no despolarizantes.’
Un incremento en los niveles de AAG podria suponer una disminucion
de la fraccion libre de rocuronio y, por tanto, una disminucién en su

efecto farmacolodgico.

e  Mecanismo PD:

., . . 104 .,
Se producirian cambios a nivel del RnAch ™, que se traducirian en una

3

disminuciéon de la sensibilidad. Esto conllevaria un fendmeno de “up
. 105 . .o

regulation”, ™ es decir, un sobrecrecimiento de receptores a lo largo de toda la

membrana citoplasmatica de la célula muscular, de forma que al existir mas

RnAch para bloquear la dosis necesaria es mayor.

Parece bastante claro que el papel del mecanismo PK es fundamental en el
desarrollo de la resistencia al efecto, mientras que existe cierta discrepancia en el papel
que desarrolla el mecanismo PD, y depende de los autores. Por ejemplo, Wright et al”

106 -
"™ Unicamente

encuentran alteraciones a nivel PK y PD, mientras Szenohradszky et a
hablan de alteraciones a nivel PK y Soriano et al’ concluyen en su revision que la
contribucion de las alteraciones PD sobre esta resistencia no estd absolutamente
confirmada en humanos. El papel que juega la union a proteinas también es discutido en
funcion de los resultados obtenidos por diferentes autores. Asi, en la bibliografia
existente, se encuentran trabajos que muestran correlacion entre los niveles de AAG y

107,108 .
1% mientras que otros

las concentraciones de fenitoina o con la duracidén de su terapia,
: - 109-111 - 5 - -

no encuentran dicha correlacion. Soriano et al” piensan que el rol de la unién a

proteinas deberia ser clinicamente insignificante, puesto que la fraccién unida a

proteinas en el caso de los BNM no despolarizantes es menor del 20%.
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ESTUDIO INTERACCION
AUTORES BNM ANTICOMICIAL PK | PD
Jellish et al (1993)""? Pipecuronio Varios Si
Ornstein et al (1991)'" Doxacurio Carbamazepina y Si
Fenitoina
Roth et al (1987)""* Pancuronio Carbamazepina Si
Hickey et al (1 988)'" Pancuronio Fenitoina Si
Liberman et al (1988)""° Pancuronio Fenitoina Si
Tempelhoff et al ( 1990)'"7 Atracurio Varios Si
Spacek et al (1997)'"® Atracurio Carbamazepina No
Ornstein et al (1987)""" Atracurio Fenitoina No
Ornstein et al (1987)""" Vecuronio Fenitoina Si
Whalley et al (1994)'" Vecuronio Carbamazepina Si Si
Alloul et al (1996)"*° Vecuronio Carbamazepina Si Si
Wright et al (2004)” Vecuronio Fenitoina Si Si Si
Szenohradszky et al (1994)" Rocuronio Fenitoina Si Si
Driessen et al (1998)"' Rocuronio Acido Valproico Si Si
Baraka et al (1996)'* Rocuronio Carbamazepina Si
Spacek et al (1999)'* Rocuronio Carbamazepina Si
Hernandez-Palazén et al (2001)'** Rocuronio Fenitoina Si
Spacek et al (1996)'% Mivacurio Carbamazepina No
Jellish et al (1996)126 Mivacurio Varios No
Koenig et al (2000)"*’ Cis-Atracurio Varios Si
Richard et al (2005)"*® Cis-Atracurio | Carbamazepinay Si Si Si
Fenitoina

Tabla 6: Interaccion de la Terapia Cronica con Anticomiciales con diferentes BNM

segun diferentes autores.
En aquellos casos en los que existe interaccion y ademas ha sido estudiada en el trabajo, se especifica si
es anivel PK y/o PD.
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2.4. Relacion entre dosis, concentraciones plasmaticas y tisulares y

efecto.

2.4.1. Aplicacion de los modelos PKPD.

2.4.1.1. Definicién de modelo. Compartimento del efecto

Para poder estudiar el curso temporal del efecto de los fA&rmacos en un sistema
bioldgico es necesario comprender la disposicion de los mismos en dicho sistema
(farmacocinética o PK) y la relacion de la concentracién plasmatica y del punto donde
ejerce su accion (biofase) con el efecto que producen (farmacodinamia o PD).'* Se trata
de un proceso muy complejo que depende de la dosis administrada, de los mecanismos
de absorcidn, distribucidn, biotransformacion y eliminacion del farmaco asi como
también de la llegada del mismo a la biofase y de la cadena de cambios que se producen
a este nivel para acabar constituyendo el efecto farmacologico.

Para comprender mejor todo este proceso se emplean modelos que son
representaciones de la realidad. Un modelo PKPD permite definir la estructura comtin
que caracteriza la relacién entre el firmaco administrado y sus efectos mediante
ecuaciones matematicas cuyo objetivo es establecer la relacion entre la PK y la PD del
farmaco estudiado. Una vez construido, ademds de ayudar a entender los mecanismos
que gobiernan la relacion entre el fArmaco y el organismo y los factores que pueden
afectarla, un modelo permite predecir el nivel de efecto producido por diferentes dosis
de este farmaco."’

Las ecuaciones matematicas que definen el modelo de disposicion pueden ser
expresadas de forma que posean cierto significado bioldgico. Se puede asumir que los
tejidos del organismo estén agrupados de acuerdo con su vascularizacion y, por tanto, la
llegada de farmaco a ese hipotético grupo. Estos grupos de tejidos pueden considerarse
como “compartimentos” con una cierta capacidad (volumen de distribucion) y
comunicados entre si (aclaramiento). Cada uno de ellos, representa el espacio tedrico
con caracteristicas similares en relacion al farmaco estudiado y estd definido por un
volumen y un aclaramiento (coeficiente de depuraciéon para dicho farmaco en ese

compartimento). De esta forma, si el farmaco Gnicamente se distribuye en el plasma, un
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modelo monocompartimental serviria para caracterizar su comportamiento, si el curso
temporal de las concentraciones sugiere dos fases diferenciadas, se puede decir que la
distribuciéon se produce en dos compartimentos y si es en tres, el modelo seria
tricompartimental. En el caso de los farmacos anestésicos la mayoria de ellos se
distribuyen de forma que un modelo tricompartimental con entrada de farmaco en y
eliminacidon de fdrmaco desde el compartimiento central describe su comportamiento
(Figura 17).

Brodie demostré a mediados del siglo pasado la importancia de relacionar los
efectos de los farmacos con sus niveles plasmaticos en lugar de hacerlo con su
dosificacion.””’ A partir de entonces, se han ido desarrollando modelos PKPD para
tratar de explicar esta relacion entre concentracion plasmatica y efecto de una forma
integrada.”**"* Sin embargo, resulta obvio, que el lugar donde los farmacos ejercen su
accion no es el compartimiento central, excepto para grupos farmacoldgicos como por
ejemplo los anticoagulantes, ya que entonces los efectos seguirian una curva paralela a
las concentraciones plasmaticas y la realidad indica la presencia de histeresis (o desfase)
entre concentraciones plasmaticas y efecto farmacologico. La hipotesis del
“compartimento del efecto” o “biofase” permite enfocar y resolver este problema
asumiendo que debe existir un compartimiento vinculado al compartimiento central y de
minimo volumen de distribucion si se compara con éste, cuya transferencia de firmaco
desde el compartimiento viene gobernada por una constante de primer orden. Esta
aproximacion permite caracterizar el desfase entre plasma y efecto mediante la
estimacion de las concentraciones aparentes en la hipotética biofase, concentraciones

. . . , ] 136
que se relacionan de forma directa e inequivoca con el efecto farmacolégico.

“Biofase

Figura 17: Distribucion de farmaco en el organismo, de acuerdo a un modelo

tricompartimental asociado a un compartimento del efecto.'

V= volumen de distribucion del compartimento central; V,= volumen de distribucién en el primer
compartimento periférico; V3= volumen de distribucion en el segundo compartimento periférico; Cl; =
Aclaramiento de eliminacion, Cl, = Aclaramiento del compartimento central al primer periférico, Cl; =

Aclaramiento del compartimento central al segundo periférico. ko= microconstante de transferencia

desde el compartimento del efecto al exterior
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Las concentraciones plasmadticas vs tiempo, se definen mediante la siguiente

ecuacion multiexponencial:

C, (1) = 2 A,

donde C(t) es la concentracion plasmatica en el tiempo t, A, es el exponente del término
enésimo (A; > A, ... > 0), A, es el coeficiente del término enésimo y j es el numero de

compartimentos.

La concentraciéon en el compartimento del efecto (C.) se modifica seglin
constantes cinéticas de primer orden y se calcula por integracion de la siguiente

ecuacion:

dcC,
E = kIeVpCp o keOI/eCe

donde dCe/dt representa la concentracidon en la biofase a lo largo del tiempo, keo
es la constante que define la salida de farmaco desde el compartimento del efecto, k;. es
la constante de llegada desde el compartimiento central hasta el compartimento del
efecto, C, es la concentracion en el compartimento central y C. la concentracion en el
compartimento del efecto o biofase, V. es el volumen de distribuciéon en el
compartimento del efecto que por definicion es mucho mas pequefio que el del
compartimiento central y por eso no puede considerarse como un compartimiento
periférico independiente® y V, el volumen de distribucién en el compartimiento

central.
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Dado que el compartimento del efecto se define como un compartimento con un
volumen infinitamente pequefio, la cantidad de farmaco en €l es insignificante en

136
1.

comparacion a la concentracion en el compartimento centra Por esto, la anterior

ecuacion puede simplificarse:

dC
7; = keO(Cp — Ce)

donde dCe/dt representa la concentracion en la biofase a lo largo del tiempo,
donde k¢ es la constante que define la salida de farmaco desde el compartimento del
efecto, C, es la concentracion en el compartimento central y C. la concentracion en el

compartimento del efecto o biofase.

Una vez estimada la concentracion aparente en el compartimiento del efecto, es
posible establecer una relacion clara y directa con el efecto inducido. En el caso de los
BNM, el efecto (altura del twitch) se puede relacionar con la concentraciéon en el

compartimento del efecto mediante la ecuacién de Hill'*" o del modelo sigmoideo Epay:

C’
_Eo) -

E=FE,+(E__
C’ + C,.,

donde, E representa el efecto (entre 100% sin efecto y 0% méxima inhibicion de
la contraccidn, segun la altura del twitch en el caso de los BNM), En.x la maxima
intensidad del efecto, E el efecto basal cuando no hay farmaco, C. es la concentracion
de BNM en la biofase, C.so representa la concentracion que produce el 50% del efecto
maximo posible y el exponente y la pendiente de la curva concentracion/efecto o

coeficiente sigmoidal.
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2.4.1.2. Aproximacién poblacional.

Cualquier variable biologica que quiera ser estudiada en una poblacion, y mas
cuando nos referimos a la complejidad del organismo humano, va a implicar cierto
grado de variabilidad entre los diferentes individuos estudiados (interindividual) asi
como dentro del mismo individuo si se repitieran las mediciones en el mismo sujeto
(intraindividual) en funcién del momento en que es estudiada. Por tanto, para
caracterizar una variable bioldgica, es necesario medir la magnitud tipica de la variable
en si misma y su variabilidad inter e intraindividual. La aproximacién poblacional
permite estimar, a través de mediciones precisas de muestras de la(s) variable(s) a
estudio, el valor representativo del parametro en la poblacion y su variabilidad asociada.
La aproximacion poblacional tiene en cuenta la contribucion de cada individuo en la
construccion del modelo sin establecer sesgos debidos a un mayor numero de datos por
un individuo concreto.

De esta forma, la observacién que nosotros realizamos es igual a la prediccion
que hace el modelo, ajustado en funcion de las magnitudes de las variabilidades inter e

intraindividual, seglin se representa en la siguiente ecuacion:

Vi = f((@ +ni)9xij)+ gij

donde yj; representa la observacion 5 de la variable “y”, variable dependiente,
en el individuo “1’; f (( 0+ m;), x; ) es la curva parametrizada que describe el valor
esperado para la respuesta predicha por el valor de “x” (variable independiente) en la

3t
1

observacion “j” del individuo “i” modificado por el vector del pardmetro 0, que a su vez

es modificado por el factor n;; 6 es el vector del pardmetro que identifica la forma de la
relacion entre “x” e “y” para un individuo tipico; n; = (0-variacion media) de 0. En toda
la poblacién existe un Unico valor para cada parametro estructural 6. Cada valor
individual del parametro estructural (0;) estd determinado por las modificaciones de 6 en
funcién de m; . m; representa a la variabilidad interindividual y sus valores para cada

individuo de la poblacion tienen la media 0 y una distribucion normal. La varianza de

es o y su desviacién estandar es . &ij = (0-media) del error medido (intraindividual).
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Para cada individuo su valor es aleatorio pero presenta una distribuciéon normal con
media = 0. La varianza de € es 6” y su desviacion estandar c."°

Si es posible, también se puede detectar la influencia de determinados factores
covariables (peso, talla, edad...) en los parametros del modelo (volimenes de
distribucion, aclaramiento, Ccso...). Con toda esta informacidn, se pueden ajustar las
pautas de dosificacion para alcanzar y conseguir el nivel de efecto terapéutico deseado

teniendo en cuenta las caracteristicas propias de cada individuo. Este tipo de modelos

han sido descritos para otros farmacos empleados en anestesiologia como es el caso de

opioides'*'"'**, hipnéticos'**'** y diferentes BNM

90,146-148

2.4.1.3. Métodos estadisticos. NONMEM.

Existen tres aproximaciones distintas al andlisis de datos provenientes de

diferentes individuos para estimar los valores representativos de la poblacion. La Tabla

7 los resume:

ANALISIS “TWO-
STAGE”

ANALISIS “NAIVE
POOLED”

ANALISIS NO
LINEAR DE
EFECTOS MIXTOS
(NONMEM)

Naturaleza del
analisis

Modelo estructural
descriptivo para cada
individuo.
Posteriormente los
parametros son

Modelo estructural
descriptivo en el que se
ajustan los datos de
todos los individuos
como si provinieran del

Modelo estructural
descriptivo en el que se
ajustan los datos de
todos los individuos,
utilizando la

promediados mismo sujeto. variabilidad inter e
estadisticamente. intraindividual
Requerimientos en el | Necesario un disefio No esencial un disefio Riguroso o no riguroso
disefio del estudio riguroso riguroso
Cantidad de datos Contribucién similar para | Depende Puede haber diferente
requeridos cada individuo cantidad de datos de
cada individuo
Calidad de la
estimacion del
parametro para un
individuo tipico
Estructural | Disponible Disponible Disponible
Variabilidad | Puede ser sobreestimada | No Disponible Disponible
Estimaciones Disponible No Disponible Disponible
individuales (aproximacion Bayes)

Tabla 7. Métodos para el andlisis de los datos obtenidos para una poblacion de

. . . l 30
individuos.
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El andlisis no linear de efectos mixtos (NONMEM) fue introducido en analisis

9. En este método se asume que el perfil del

farmacoldgico por Sheiner y Beal en 197
individuo ha de ser similar al de la poblacion. Asi, se asume que el valor de un
pardmetro individual variaria en forma de distribucion normal con media igual al valor
poblacional. Presenta como ventajas principales las siguientes:

* Cuando se combina con el andlisis bayesiano, no requiere los datos suficientes
de cada individuo para estimar los pardmetros estructurales de forma
independiente."’

* Es posible estimar la varianza y covarianza para todas las estimaciones de los
pardmetros. Por este motivo, es posible determinar la precision de cada
parametro en forma de error estdndar o intervalo de confianza.

* Proporciona el valor “verdadero” para cada pardmetro estructural en la
poblacion. ™!

Como desventaja se podria mencionar la complejidad de calculo que podria
hacer mas laborioso el proceso de estimacion y ajuste del modelo a los datos aunque el

desarrollo tecnoldgico y la mayor potencia de los ordenadores han simplificado

130
grandemente este proceso.
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2.4.2. Aplicacion de la microdialisis.

La microdialisis es una técnica cuantificacion que permite medir la cantidad de
sustancias (farmacos o mediadores bioldgicos) presentes en un tejido o area anatdmica
concreta, siendo posible realizarlo en diversas localizaciones a la vez y obtener muestras
con relativa frecuencia. Desde su apariciéon en 1974 en un trabajo de Ungerstedt y
Pycock'™ y la primera publicacion en 1987 sobre la aplicacion de la microdialisis en
humanos,'> ha sido utilizada para evaluar la cantidad de firmaco que alcanza un 6rgano

154-157

especifico, tejido o localizacion, especialmente a nivel del tejido cerebral.>*'%° Ha

sido introducida en la investigacidn clinica farmacoldgica como método para cuantificar

concentraciones tisulares de farmaco.'®'"'%?

Recientemente, algunos autores han
empleado esta técnica para detectar y cuantificar rocuronio en el tejido muscular
animal.'®*'%

El fundamento de esta técnica es similar al de la didlisis renal, ya que permite el
intercambio de solutos a través de una catéter o sonda provista de una membrana
semipermeable, en ambas direcciones en funcidn de la orientacion de sus gradientes de

concentracién. !¢

. Los solutos en cuestion, han de ser mas pequefios que los poros de
la membrana semipermeable para que sea posible el paso a su través. Por este motivo
habitualmente el peso molecular de los mismos no deberia ser superior a 50 KDa.'® Asi
pues, para la realizacion de esta técnica, se debe insertar una pequefia sonda en la region
especifica que se desea estudiar.'®Dicha sonda consta de un microtubo de entrada y
otro de salida que acabara finalizando en un microvial para la recogida de muestras.
Mediante una bomba de perfusion conectada al microtubo de entrada, se inyecta a la
velocidad escogida (habitualmente de 0,1 a 5 uL-min™)'®’, un liquido estéril e isotonico
que sirve para captar el agente a estudio desde el tejido a la sonda por un proceso de

difusion, el cual quedard recogido en el microvial situado a la salida del circuito,

constituyendo el microdializado (Figuras 18 y 19)
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Figura 18: Material de microdialisis.
A la izquierda, se muestra el sistema de microdialisis (bomba, catéter y microtubo de recogida) antes de la
colocacion en el paciente. A la derecha, detalle del microtubo con la muestra obtenida.

Microdializado

(Cout)
el 'd

Infusion
(Cin)

Eje
flexible

Membrana

Infusion
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calibrador)

it

2l

o
O

N

Ampliacién
de la
membrana

Microdializado
(con sustancia a
estudio y
calibrador)

® O

L
O

Figura 19: Esquema del disefio de una sonda de microdialisis.

Ci, es la concentracion de sustancia infundida, C,, es la concentracion de sustancia en el microdializado y

C. es la concentracion de sustancia en el fluido extracelular que se encuentra en las inmediaciones de la

sonda

Figura Adaptada de Chaurasia et al'®
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La concentracion de sustancia obtenida en el microdializado en estado de
equilibrio, es habitualmente una fraccién de la sustancia que se encuentra libre en el
tejido extracelular, es decir, que puede difundir. Es lo que se conoce como
“Recuperacion Relativa”. En este sentido, se ha de tener en cuenta la “Capacidad de
Recuperacion” o “Fracciéon de Extraccion” del Sistema, es decir, la cantidad de
sustancia que el sistema es capaz de recuperar. La Fracciéon de Extraccién (FE) en

equilibrio, se define de la siguiente forma:

_ Cout B Cl'n
Ce - Cin

FE

donde Cj, es la concentracion de sustancia infundida, Coy €s la concentracion de
sustancia en el microdializado y C. es la concentracion de sustancia en el fluido
extracelular que se encuentra en las inmediaciones de la sonda.'®®'®” La Recuperacion
Relativa es aquel caso especial en que la FE presenta una C;, = 0, es decir, cuando no se
infunde sustancia a estudio en el sistema de microdialisis, sino que Unicamente se
recupera del medio, la Recuperacion Relativa y la FE coinciden. Para poder determinar
la FE, es necesario realizar una calibraciéon previa. Para ello, los sistemas mas

frecuentemente utilizados son: Método “low-flow rate”, Método “no-net flux”,'>

59170 171,172

Método “dynamic no-net flux” " o la Retrodialisis (el mas comun, especialmente
168 o . )
en humanos). >~ Tedricamente, es posible calcular de una forma muy aproximada la

concentracion real de sustancia en el tejido utilizando la siguiente formula:

crr =M

FE

donde CTR es la concentracion tisular real, CM es la concentracion en el

microdializado y FE es la fraccion de extraccion.
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La FE del sistema puede verse afectada por una serie de factores. En
experimentos “In Vitro” los factores mas importantes son: la velocidad y composicion
del liquido infundido o de perfusion (generalmente, a mas velocidad de perfusion,
menos Recuperacion Relativa), la temperatura (una temperatura elevada, incrementaria
la recuperacién)'®, la composicion y superficie de la membrana de la sonda (un
incremento en la superficie de la membrana, incrementaria la recuperacién)'®’ y las
propiedades fisico-quimicas de la sustancia a analizar. Cuando se utiliza la microdialisis
“In Vivo” se han de afadir otros factores, entre los que destacan: el tejido donde se
implanta la sonda, el posible dafio en el tejido secundario a la implantacion y la difusién
del farmaco a través del fluido intersticial del tejido.'” Todos estos condicionantes
podrian ocasionar discrepancias entre las recuperaciones “In Vitro” e “In Vivo” como

167,173 - - .
173 Por otro lado, en ocasiones requiere trabajar con

han mostrado diferentes autores.
concentraciones en el microdializado proximas al limite de deteccion con la

metodologia de cuantificacion actualmente disponible.

La técnica de la microdidlisis ofrece una serie de ventajas y de limitaciones

(Tabla 8):'%

VENTAJAS LIMITACIONES

Altamente dinamica Requiere entrenamiento de la habilidad

Alta resolucion de la muestra a tiempo real Requiere inserciéon de la sonda (minimo dafio

tisular)

Mas de un metabolito en una muestra Compra material (condicionante econdémico)

Muestra purificada (no unida a proteinas) Precisa analisis especifico

Recogida sencilla de la muestra Problemas inherentes al firmaco a estudiar

Minimamente invasiva Farmacos lipofilicos

Multiples localizaciones en un animal/persona

Féarmacos con alta unién a proteinas

Altamente reproducible

Dificultad para estimar el nivel tisular exacto

Permite el uso de técnicas auxiliares de forma

simultanea

La recuperaciéon es tejido y tiempo

dependiente

Tabla 8: Ventajas y limitaciones de la microdialisis.
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La microdidlisis ofrece un nuevo punto de vista para la dosificacion
farmacoldgica, ya que permite cuantificar la cantidad de farmaco que alcanza un tejido
concreto. La medicidon de farmacos en su lugar de accion (biofase) es muy compleja,
especialmente en los farmacos de accidon central. Hasta el momento, la aproximacion
mas frecuentemente utilizada para abordar la concentracién de farmaco “aparente” en
biofase, se basaba en modelos PKPD y consiste en una abstraccion matematica en la
cual se emplea el modelo del compartimento del efecto, (precisa una medicion ajustada
del efecto a estudiar), siendo la ke la constante que define la salida de farmaco desde el
compartimento del efecto. En el caso de los BNM, es posible la medicion directa en el
intersticio muscular, lugar muy cercano a su biofase, gracias a la microdialisis.'®® El
desarrollo de la microdidlisis y su progresiva introduccion en el terreno de la
farmacologia, permite pensar que al ser posible cuantificar directamente el nivel de
farmaco en el organo diana, tal vez sea posible la validaciéon o el rechazo del concepto
de biofase. En todo caso, lo que si esta claro es que permite la comparacion entre las
concentraciones directas en el intersticio muscular y las predichas por los modelos.'®*
Una posible aplicacion de esta técnica es estudiar si la TCF afecta mediante un

mecanismo PK y/o PD al efecto de los farmacos BNM.

52



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

53






Hipdtesis y objetivos

En base a lo expuesto anteriormente podemos formular la siguiente hipotesis de

trabajo:

La resistencia a los efectos BNM del bromuro de rocuronio en pacientes tratados de

forma cronica con fenitoina se debe a mecanismos farmacocinéticos y/o

farmacodindmicos.

Los objetivos son los siguientes:

1. Definir la relacion entre dosis, concentracion y efecto de bloqueo neuromuscular

inducido por el rocuronio mediante modelos PKPD.

2. Caracterizar la influencia que el tratamiento crénico con fenitoina tiene en el

PKPD del rocuronio.

3. Discernir la causa de la influencia de la fenitoina en la resistencia a los efectos

del rocuronio mediante el empleo de microdialisis.

4. Validar el concepto de biofase o compartimento del efecto para el rocuronio.
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Material y Métodos

4.1. Preparacion previa del doctorando

Para realizar una correcta familiarizacion con la técnica de la microdidlisis y

para el analisis de datos, se han llevado a cabo dos estancias en el extranjero:

En Septiembre de 2003, realicé una estancia en el laboratorio del Prof. Dr. Jorn
Lotsch, en Pharmazentrum, Institut, fiir Klinische Pharmakologie. Wolfgang Goethe
University, Frankfurt (Alemania). En dicha estancia obtuve unos conocimientos
indispensables a la hora de poner en marcha el proyecto, ya que se hizo especial
hincapié en las aplicaciones de la microdidlisis tisular en estudios PK y PD. Este grupo
aleman esté reconocido como uno de los centros pioneros en el uso de la microdidlisis y
su aplicacion en estudios PKPD y tiene numerosos trabajos publicados en este

. 174,175
sentido!+17°,

En Septiembre de 2004, realicé una estancia en Anesthesiology Dpt, Stanford
University School of Medicine, Stanford, California (USA), donde asisti a un curso
titulado “Pharmacokinetic and Pharmacodynamic analysis with NONMEM?”, de 20
horas de duracion, cuya finalidad principal fue la familiarizacién con el andlisis de datos
de estudios PK y PD con la perspectiva poblacional mediante andlisis no linear de
efectos mixtos (programa NONMEM) que impartia el Prof. S.L. Shafer. Este tipo de
analisis es el que mejor explica los datos obtenidos en un estudio como el nuestro y esta

S - 141,176
avalado por numerosas publicaciones en la literatura ',
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4.2. Diseiio del estudio

La realizacion de un trabajo de investigacion clinica con BNM precisa de un
disefio previo Optimo para que se puedan extrapolar y comparar de forma adecuada las
conclusiones que se obtengan del mismo. Para obtener este disefio es preciso analizar
previamente las guias de consenso existentes en la literatura sobre la buena practica
clinica en estudios de la PK y la PD de los BNM. En este sentido, hemos recogido las
revisiones mas recientes y completas en relacion al aspecto PK'”” y PD'”® asi como

también sobre la microdialisis.

4.2.1. Diseiio PK

177 se establece una guia para tratar

En la revision de consenso sobre PK y BNM
de unificar y homogeneizar las principales caracteristicas que definen un trabajo
correcto en este ambito. Entre las mas importantes, se encuentran las siguientes:

* Disefio y objetivos del estudio: dependiendo de si se trata de un farmaco
nuevo, interaccidon entre dos o mds farmacos, uniéon a proteinas, relacion
entre PK 'y PD...

* Caracteristicas de los pacientes del estudio: demografia, criterios de
inclusion y exclusion, patologia concomitante. ..

* Administracion, muestreo y técnica de determinacion y analisis del farmaco.

* Analisis PK: correcta seleccion de los datos, variables y parametros.
También es fundamental la correcta seleccion del modelo PK y el software
para realizar el andlisis PK y la necesidad de realizar una validacion correcta
del analisis de datos asi como del modelo obtenido.

e Integracidon de un modelo PKPD, si fuese el caso: definicion del modelo PD,
unién entre modelos, modelos del error. ..

* Analisis PK poblacional: “standard two-stage PK analysis”, “Naive pooling
of data”, analisis no linear de efectos mixtos (NONMEM)...

» Estadistica: disefio, poder del analisis, especificacion del modelo, estimacion,
software. ..

* Aplicaciones clinicas de los datos PK obtenidos.
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En el primer trabajo que presentamos'” se utilizd como base dicha guia de
consenso. El bromuro de rocuronio no se trata de un farmaco nuevo, lo que ha permitido
una amplia revision de la literatura existente hasta la fecha para tratar de orientar los
objetivos. La interaccion de los BNM y los antiepilépticos ha sido descrita con
anterioridad en numerosos trabajos (Véase Tabla 6), aunque nunca hasta la fecha se ha
descrito una interaccion entre el bromuro de rocuronio y la fenitoina desde un andlisis
de modelos poblacionales PKPD. Se ha conseguido una rigurosa aproximacion a la PK
y PD de dicho farmaco en presencia y ausencia de TCF.

Los pacientes incluidos en dicho estudio iban a ser sometidos a craneotomia y
tenian que estar en tratamiento con fenitoina como Unico agente antiepiléptico durante
al menos 7 dias, segin la definicién de TCF aportada por diversos autores.””" Este
criterio de inclusién supuso un inconveniente a la hora de reclutar pacientes ya que en la
actualidad no es dificil que los pacientes precisen de mas de una medicacion
antiepiléptica de forma simultdnea para controlar su sintomatologia y por otro lado, la
aparicion de otros farmacos anticomiciales de mas facil manejo y administracion ha ido
desplazando a la fenitoina como farmaco de eleccidon por parte de algunos especialistas.
Los criterios de exclusion fundamentales fueron la insuficiencia renal y hepatica. Se
recogio la patologia concomitante de cada uno de los pacientes reclutados.

En base a informacién publicada sobre el modelo PK del rocuronio,'” se
realizaron simulaciones que permitieron concluir que la forma dptima de administrar el
farmaco a estudio era en bolus y perfusidon continua y la extraccion de las muestras
plasmaticas deberia realizarse en los tiempos 1.5, 3, 6, 10, 30, 60, 120, 180 minutos
después del bolus y a los 10, 30, 60 y 120 minutos después del inicio de la hemostasia.
La cuantificacion del rocuronio en estas muestras plasmaticas se hizo mediante la
técnica de cromatografia de alto rendimiento'® y el tnico lugar de Europa donde podia
llevarse a cabo era en Groningen (Holanda). Este hecho tenia implicaciones econdmicas
y de manejo de las muestras muy importantes, ya que era preciso ser muy escrupuloso
en la conservacion para no perder la cadena del frio y de esta forma prevenir el
consiguiente error en la determinacion.

81,138,181,182 s 1 .
SRR se decidid que el abordaje

En base a la amplia bibliografia existente
optimo de los datos obtenidos era mediante el andlisis no linear de efectos mixtos
(NONMEM). Se trata de un andlisis de datos complejo que ha precisado de la

realizacion de un curso en USA, como ya se ha comentado, para la correcta utilizacion y
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aplicacion del software, asi como la definicion de los parametros que acabarian
definiendo el modelo.

Para poder corroborar que este complejo protocolo de actuacidn era posible en la
realidad clinica de un quiréfano, se llevaron a cabo varios casos piloto que permitieron
adecuar el disefio tedrico a la practica de una intervencion quirtirgica en humanos, cosa
que supuso un coste adicional de recursos y tiempo. Las consideraciones econdmicas
(envio de muestras, determinacion del rocuronio...) y temporales (dificultad para
reclutar a pacientes con la fenitoina como Unico antiepiléptico, tiempo hasta disponer de
resultados...) han supuesto un handicap importante a la hora de realizar este estudio, ya
que ambas cosas imposibilitaron el analisis de un mayor numero de muestras.

Para la explicacion de la aplicacidn clinica, véase el apartado siguiente. Los
detalles referentes a la metodologia (tipo de anestesia empleada, determinacion de la
concentracion plasmadtica de fenitoina, andlisis estadistico...) se recogen en el primer

, . .oy . 179
articulo publicado cuyo texto se reproduce en la seccién correspondiente.'”

4.2.2. Diseiio PD

'8 se establece una guia para tratar

En la revision de consenso sobre PD y BNM
de definir las caracteristicas principales que ha de tener el disefio de un trabajo que
pretenda estudiar el efecto de los firmacos BNM. Entre las mas importantes destacan:

* Caracteristicas de los pacientes, anestesia y forma de administracion del
farmaco: demografia, criterios de inclusion y exclusion, bolus y/o
infusion continua. ..

* Monitorizacidn: preparacion de la piel, colocacion de los electrodos,
definicion de los patrones de estimulacion, temperatura, calibracion y
obtenciéon del estimulo supramaximo, estabilizacion de la sefial,
inmovilizacién del sistema. ..

* Equipo y método de cuantificacion del efecto: mecanomiografia,
electromiografia, acelerometria, fonomiografia. ..

* Disefio de los estudios dosis-respuesta: bolus, perfusion, ambos, asi como
de los métodos estadisticos empleados.

* Monitorizacidn del inicio de accién (p. Ej para la intubacion traqueal),

curso temporal del efecto...
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En relacion a la monitorizacion del efecto (PD), tal y como queda reflejado en el
apartado farmacodinamia del Material y Métodos de nuestro primer trabajo,'” la
preparacion de la piel, colocacion de los electrodos, mantenimiento de la temperatura,
inmovilizacién de la extremidad, calibracién y obtencion del estimulo supraméximo, se
realizaron de acuerdo con la guia presentada.'”™

De entre los numerosos sistemas de cuantificacion del efecto de los BNM en
trabajos clinicos® (descritos en detalle en el apartado 2.2.4. de la introduccién de esta
tesis doctoral), se escogio la EMG (Figuras 20, 21 y 22) por ser sencilla de instalar,
muy fiable y no afectarse con los movimientos tan facilmente como los otros
métodos.'**’ Tal y como describen Fuchs-Buder et al'’® en esta guia de buena practica
clinica, en muchas ocasiones, la recuperacion del efecto no se produce de forma total, es
decir, hasta los valores existentes antes de la administracion del bloqueante
neuromuscular (basales). Este fenomeno es comun y precisa un proceso denominado
“Normalizacién” para la interpretacion correcta de los resultados. La Normalizacion
consiste en considerar el ultimo valor estable de T1% (cuando ya no existe bloqueo
residual) como el valor de referencia o basal (no siempre coincide con el 100%). Los
demas valores de bloqueo residual deben calcularse en relacion a este ultimo valor. Por
otro lado, se ha de tener en cuenta que, independientemente del sistema de registro
utilizado, existen variaciones en la respuesta con respecto al control a medida que
avanza el tiempo de monitorizacion y disminuye la temperatura del musculo.'®

Las caracteristicas de los pacientes, asi como las caracteristicas propias de la
dosificacion del bromuro de rocuronio, se han descrito en el apartado anterior.

Por ultimo, todas estas mediciones del efecto y los resultados obtenidos de forma
global con la presentacion de ambos trabajos, no tendrian sentido sin tener una

. .y , . ;. . . . . , 179
aplicacion a la practica clinica diaria. Por este motivo, en nuestro primer articulo'” s

e
hace especial hincapié en la necesidad de obtener resultados de relevancia clinica
(clinically relevant endpoints), es decir, puntos importantes y de relevancia en cuanto al
uso diario de estos farmacos. Para ello, ha sido precisa la realizaciéon de numerosas
simulaciones utilizando PKPDTools for Excel'®, un conjunto de funciones creadas para
realizar calculos farmacoldgicos complejos en el contexto del programa de hoja de
calculo Excel. Mediante la determinacion del tiempo de inicio del efecto, tiempo de
efecto maximo y los tiempos de recuperacion del efecto, seria posible comparar qué

ocurre tras un bolus de rocuronio en un paciente tratado de forma crdénica con fenitoina

y en otro paciente sin esta terapia.
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Figura 20: Detalle de la colocacion de los electrodos de EMG.

69
4 ‘Alinn

Figura 21: Detalle del monitor de quir6fano, donde se observa la medicion de la
respuesta del BNM.

Se puede apreciar que la determinacion se realizaba cada 20 segundos y que se obtenia el niimero
de respuestas del TOF, asi como el valor del T1% y del TOF%.

Figura 22: Detalle del registro de todas las variables en el monitor del

ordenador.

Gracias al programa S5-Collect v 3.0., se registraban en cada paciente con una resolucion de un
segundo, la frecuencia cardiaca, la presion arterial media, la temperatura central y periférica, la saturacion
de oxigeno, el indice biespectral (BIS), el nimero de respuestas del TOF y la magnitud de las mismas, el
T1% y el TOF%. También se registraba el momento exacto en el que se extraia una muestra (plasmatica o

de microdializado), el momento exacto en que se modificaba la perfusién de rocuronio o cualquier otro
momento en el que se produjera algun incidente destacable.
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4.2.3. Diseiio Microdialisis

De forma similar a lo descrito en el PKPD, para el correcto disefio del trabajo
relacionado con la microdidlisis, utilizamos las més completas y actuales revisiones
sobre este tema. Asi, para el estudio de las bases de la microdialisis y sus aplicaciones

116

. ., .. . 6 .
hemos prestado especial atencidn a las revisiones de Chaurasia et al ™ y la posterior

1.'1® Para tratar de establecer una relacién entre los

actualizacion de Schmidt et a
resultados obtenidos mediante la microdialisis y los obtenidos mediante los modelos PK
estudiamos las revisiones de ElImquist et al'® y de Lange et al'®’. Por otro lado, como ya
se ha comentado, se realizo una estancia en la Facultad de Medicina de la Universidad
de Frankfurt, Alemania (Dr. J. Lotsch) para una mejor familiarizacion con la técnica de
la microdialisis y su aplicacion a un entorno clinico.

En las revisiones mencionadas se exponen las siguientes ideas mas importantes:

* Principios basicos: técnica, métodos de calibracidn, afectacion al tejido,
factores que influyen en la recuperacion de los farmacos, limitaciones,
consideraciones analiticas...

* Sistemas de calibracion

e Utilizaciéon de la microdidlisis como descubrimiento y desarrollo de
farmacos

* Papel de la microdialisis en la evaluacién de modelos PKPD

* Microdidlisis clinica: aplicacion practica al estudio de diversos farmacos.

En nuestro segundo trabajo presentado'®’, se tienen en cuenta una serie de
consideraciones derivadas de estas revisiones. En primer lugar resulta obvio que se han
de realizar unos experimentos “In Vitro” para calcular cual es la capacidad de
recuperacion del sistema. Hemos reproducido en un laboratorio el proceso de la
microdialisis de forma que conociendo las concentraciones de rocuronio existentes en el
medio, hemos podido determinar qué porcentaje es capaz de recuperar el sistema a
diferentes velocidades de infusion de la bomba de microdiélisis. Esta fase experimental
ha permitido definir cudl es la velocidad de infusién y el tiempo de extraccion de
muestras optimos. Mediante la realizacion de estos célculos previos se preveia que la
masa de farmaco obtenida podria encontrarse en determinados casos muy cercana al

limite de deteccion. Para el estudio de mas detalles de esta primera fase ( caracteristicas
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y velocidad de la bomba de perfusion, caracteristicas de la sonda de microdialisis,
concentraciones de rocuronio en el medio...), consultese el apartado “In Vitro Study”
de la secciéon Material y Métodos del segundo trabajo).'*®

La deteccidon y cuantificacion de bromuro de rocuronio en el microdializado
tenia que llevarse a cabo en Groningen (igual que en el caso de las muestras
plasmaticas), por tanto, la conservacion de las muestras, el transporte sin perder la
cadena del frio y el posterior andlisis se han de sumar al apartado de dificultades que la

167,173 oxisten diferencias

técnica conlleva. Por otro lado, segln refieren algunos autores
“In Vitro” e “In Vivo” que son dificiles de prever. Por todos los motivos anteriormente
descritos, sumados al ya comentado de que en determinados casos la masa de rocuronio
podia encontrarse proxima al nivel de deteccidn, es posible que en alguna muestra el
bromuro de rocuronio sea indetectable.

El ultimo punto en relacion a las limitaciones de la microdidlisis se basa en que
todo el material relacionado con esta técnica tiene unas consideraciones econdomicas y
de dificultad en su aplicacion nada despreciables.

Para el estudio de mas detalles referentes a la técnica de la microdidlisis en los

pacientes (localizacion de la sonda, técnica de puncion empleada, tiempo entre

extraccion de muestras...), consultese el apartado “Clinical Study” de la seccidon

Material y Métodos del segundo trabajo que presentamos.'*(Figura 23)

Figura 23: Detalles de la técnica de microdialisis “In Vivo”.
A la izquierda se muestra la utilizacion de la ecografia para asegurar la correcta colocacion de la sonda en
el tejido muscular. A la derecha se muestra el montaje final del sistema en el paciente.
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4.3. Analisis de datos. Construccion y evaluacion del modelo PKPD

El proceso de modelizacion permite establecer una relacion entre las
caracteristicas individuales de cada paciente, las dosis administradas, las
concentraciones plasmaticas del bromuro de rocuronio (PK) y los efectos alcanzados
(PD). Todos los datos obtenidos a partir de estas observaciones han sido analizados bajo
una aproximacion poblacional mediante analisis no linear de efectos mixtos, utilizando
el software NONMEM v5. En el primer paso de dicho andlisis se realiz6 el analisis PK,
en una segunda etapa, a partir de los pardmetros PK poblacionales obtenidos se estimo
el valor de keo y de los parametros PD. El modelo PK permite conocer la disposicion del
farmaco en el plasma. De esta forma, se describen modelos compartimentales segun las
estimaciones de los siguientes parametros: volimenes de distribucidon (Vi, V,, Vi) y
aclaramientos respectivos (Cl;, Cl,, Cl3). Para cada uno de dichos pardmetros se
describen sus correspondientes variabilidades intra e interindividuales. E1 modelo PD
establece una relacion entre los distintos parametros mencionados y el efecto obtenido.
En este caso, empleamos la estructura del modelo del compartimento del efecto
(biofase). Este modelo PD, también estd descrito por una serie de parametros a los que
también se asocia una determinada variabilidad intra e interindividual. El primero de
dichos parametros es la ko, que es una constante de primer orden que representa como
se produce la salida de farmaco, en este caso el bromuro de rocuronio, desde el
compartimento del efecto al exterior. El segundo pardmetro es la Ccso, que es la
concentracion en el lugar de accion en equilibrio, en el momento en que se produce la
mitad del efecto maximo. Se trata pues, de una medida de la potencia del farmaco. El
tercer parametro es y, que es un parametro sigmoideo que describe la pendiente de la
curva que relaciona la concentracion de fArmaco en la biofase con el efecto obtenido.

Con posterioridad a la obtencion de este modelo poblacional basico mediante la
utilizacion de NONMEM, realizamos un andlisis Bayesiano que permitié adecuar este
modelo bésico a cada uno de los individuos estudiados. El analisis bayesiano ajusta los
diferentes parametros de cada uno de los pacientes en funcion de la realidad
poblacional.

La posible influencia de los factores covariables estudiados en los pardmetros

del modelo PKPD se evaluo de forma automatizada mediante Generalized Additive
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Model (GAM approach).'®”'® De esta forma, se puede detectar qué covariables son
estadisticamente significativas sobre cada uno de los pardmetros del modelo y se
incorporan al modelo béasico mediante NONMEM vy se estudia si finalmente tienen
repercusion en él o no. El modelo se va haciendo cada vez mas complejo, reflejando las
posibles fuentes de variabilidad y como éstas influyen en los pardmetros del modelo.

Para poder hacer una correcta evaluacion o diagndstico de cada uno de los
modelos obtenidos y de esta forma poder seleccionar el modelo mas adecuado, se
utilizan principalmente tres herramientas. La primera es la precision de cada uno de los
pardmetros estimados en los modelos. Esta precision se traduce en la fiabilidad de cada
uno de los pardmetros y se conoce con el nombre de Error Estandar (a mayor Error
Estandar o si aparecen valores negativos, peor precision de la estimacion del
pardmetro). La segunda forma de evaluacion permite relacionar de una forma visual las
observaciones producidas con las predicciones determinadas por el modelo.
Obviamente, cuanto mds se asemejen estos valores, mejor explica el modelo los datos
obtenidos. En esta inspeccion visual (“visual inspection of the goodness of fit”) existen
dos posibilidades: bondad del ajuste de los emparejamientos y representacion en forma
de graficas de residuales. La tercera forma de evaluacién de los modelos es la
determinacion y comparacion del valor minimo de la funcidn objetiva o funcidon de
maxima verosimilitud expresada como el valor de -2 veces el logaritmo natural de la
verosimilitud (-2LL 6 -2 log likelihood), valor que también proporciona el programa
NONMEM. En nuestro caso, se considerd6 como significativo un descenso de 3.84
puntos en —2LL entre los modelos estudiados.

Una vez evaluados los diferentes modelos obtenidos y seleccionado
posteriormente el que mejor se corresponde con los datos recogidos, se ha de realizar
una validacion del modelo. De las diferentes formas de realizar dicha validacion, en
nuestro caso utilizamos el “Visual Predictive Check”'™. Con este método, a partir de los
valores de los pardmetros del modelo y sus respectivas variabilidades, se pueden
generar “n” grupos de “y” individuos cada uno con idénticas condiciones que las
realizadas en el estudio real. Se estima en la poblacién real un pardmetro de relevancia
clinica, por ejemplo el tiempo necesario para alcanzar un nivel de efecto concreto, y se
calcula en los “n” grupos simulados dicho tiempo. La comparaciéon estadistica de los
tiempos reales con los estimados en los individuos simulados da una idea de la

adecuacion del modelo para reflejar los datos obtenidos en la poblacion a estudio.
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Cuanto mads cercanas sean las medianas y percentiles del modelo y de los sets creados,
mejor es la descripcion que realiza el modelo de los datos.

Por ultimo, se ha de tener el cuenta que la finalidad del modelo definitivo es su
aplicacion en la clinica. Por este motivo se definieron unos puntos clinicos relevantes
que serian estudiados gracias a los resultados obtenidos. La aplicacion del modelo a la

e . o, : 184
practica diaria en quir6fano se realizé gracias al programa PKPDTools for Excel

que
permite integrar todos estos datos y realizar simulaciones que permitan evaluar los
efectos de una dosis de rocuronio en pacientes control o, como en este caso, en
pacientes sometidos a TCF. En base a los pardmetros estimados segtin el modelo PKPD,
se calcularon una serie de tiempos que describen el curso del efecto del rocuronio. Asi,
T1iov es el tiempo que tarda la primera respuesta del TOF en caer hasta un 10% en
relacion al efecto maximo y por ello se trata de un descriptor del inicio del efecto. El
T125%-75% es el tiempo que tarda en pasar esta respuesta del 25% al 75% en la fase de
recuperacidon y por ello se trata de un descriptor de la recuperacion del efecto. Por
ultimo, el Tpg (Time to Peak Effect) es el tiempo que tarda el efecto en alcanzar su valor
maximo desde el momento de la administracion. Este valor es independiente de la dosis

administrada y por tanto un buen pardmetro para establecer comparaciones en la forma

de actuacidn de diferentes farmacos.

Prospectiva:
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Figura 24: Esquema-resumen del proceso de analisis de datos.
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Resultados (Articulos Publicados)

5.1. Articulo 1.

Fernandez-Candil J,. Gambus PL, Trocoéniz IF, Valero R, Carrero E, Bueno L,
Féabregas N. Pharmacokinetic-pharmacodynamic modeling of the influence of chronic
phenytoin therapy on rocuronium bromide response in patients undergoing brain
surgery. European Journal of Clinical Pharmacology (2008) 64:795-806. (Original)'”’.
IF 2.5 (2008)

En este articulo, hemos evaluado la influencia de la TCF sobre el PKPD del
bromuro de rocuronio desde una perspectiva de andlisis basado en modelos
poblacionales. Hasta el momento, no se habia realizado este tipo de aproximacion
poblacional para este BNM y este anticomicial en concreto.

Hemos podido concluir que la TCF incrementa el clearance del rocuronio de
0,26 a 0,75 L-min™’ pero sin tener efecto sobre el resto de pardmetros PK o sobre los

pardmetros PD ke, Ceso 0 7.
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Abstract

Background Antiepileptic drugs decrease the intensity of
the effect of neuromuscular blocking agents. The objective
of this study was to evaluate the influence of chronic
phenytoin therapy (CPT) on the pharmacokinetics (PK) and
pharmacodynamics (PD) of rocuronium.

Methods A total of 21 patients undergoing intracranial
surgery were enrolled in the study. Ten of these were under
CPT. Rocuronium was administered intravenously. Arterial
blood samples were drawn, and the T1% (percentage
change from the response to the supramaximal stimulus)
derived from electromyogram was continuously recorded.
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NONMEM software was used to construct, evaluate and
validate the PKPD models.

Results The PKPD of rocuronium was described using a
three-compartment PK model and effect compartment
model. The CPT therapy was found to increase the total
plasma clearance from 0.26 to 0.75 L min~'. The PD model
parameter estimates were Kk.o= 0.073 min~ !, 1Cs, (the
steady-state plasma concentration eliciting half of the
maximum response) = 836 ng mL ™' and y = 3.13.
Conclusions: Chronic phenytoin therapy increases the
clearance of rocuronium from 0.26 to 0.75 L min ' but
has no effect on the ke, ICsy or y parameters.

Keywords Drug interactions - NONMEM -
Population PKPD - Rocuronium

Introduction

Antiepileptic drugs alter the time course of the effect
induced by most neuromuscular blocking agents (NMBA).
Therefore, to achieve a defined level of effect, NMBA
dosing must be increased in the presence of chronic
antiepileptic therapy [1]. It has been reported that a patient
receiving chronic phenytoin therapy (CPT) or other anti-
epileptic drugs may possibly show a so-called “resistance”
to the effects of NMBA [2-8]. Such phenomena can be
caused by pharmacokinetic (PK) and/or pharmacodynamic
(PD) alterations, and the best approach to clarify the
mechanism of the “resistance”, is to carry out a PKPD
analysis of the time course of the response to NMBA.
Wright et al. used a PKPD analysis to determine the
cause of the increase in the dose requirements of
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vecuronium in patients receiving phenytoin chronically,
which, to the best of our knowledge, is the only work
addressing this problem using a population modeling
approach. These authors reported that total plasma
clearance and ICsq (the steady-state plasma concentration
eliciting half of the maximum response) were significantly
increased in the group of patients chronically medicated
with phenytoin [2].

Rocuronium bromide is a non-depolarizing steroidal
NMBA. It is mostly eliminated in unchanged form in either
urine or bile, with 10% being metabolized to hydrophilic
forms by decarboxylation, presumably by CYP3A4, a
subunit of the P450 cytochrome system [1], although this
mechanism has not been confirmed. The influence of
antiepileptic drugs on rocuronium has been studied, but as
yet it has not been demonstrated whether the observed
increased levels of rocuronium required to maintain a
certain degree of neuromuscular blocking effect are
attributable to PK or PD mechanisms [6, 9].

The objective of this project was to study the PK and PD
of rocuronium bromide in the presence or absence of CPT
using population analysis modeling to estimate whether
CPT could influence the time course of the effect of
rocuronium by affecting PK and/or PD mechanisms.

Material and methods
Study design

With the approval of the Ethics Committee of the
Hospital Clinic of Barcelona and after obtaining written
informed consent from the participants, we enrolled 21
patients scheduled to undergo brain surgery in this
observational, open label, non-randomized clinical study.
Ten patients were in the CPT group, defined as having
received phenytoin as the only antiepileptic drug for at
least 7 days prior to surgery [2]. The remaining 11
patients were not receiving phenytoin or any other
antiepileptic drug. Patients with liver or renal insufficiency
were not included in the protocol. The study was designed
according to the Good Clinical Research Practice for
Pharmacokinetic Studies of Neuromuscular Blocking
Agents as published in Viby-Mogensen et al. [10].

Anesthetic management

Three hours before being brought into the operating room,
patients received 5 mg of diazepam as an oral dose. Upon
arrival in the operating room, routine monitoring according
to the accepted neurosurgical anesthesia protocols of our
hospital was started: pulse oximetry; electrocardiogram;
arterial line (for continuous blood pressure monitoring).
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Before starting the induction of anesthesia, baseline
samples were drawn to estimate the pre-surgical plasma
concentrations of phenytoin, o,-acid glycoprotein, albumin,
and total protein levels; a blank sample without rocuronium
was also taken. A sample of the rocuronium infusate was
drawn to assess the exact amount of rocuronium infused to
the patient.

Propofol (2 mg kg™ ') was used as the hypnotic agent for
induction and maintenance of anesthesia, analgesia was
provided by means of a continuous infusion of remifentanil
(0.01-0.5 pg kg ' min') adjusted in accordance with on
clinical requirements. Laryngoscopy and intubation were
performed once the bolus dose of rocuronium had been
injected and the surgeons had received assurance that the
maximal effect was achieved.

Pharmacokinetics
Rocuronium administration

Rocuronium concentration was 10 mg mL ™" for the bolus
dose and a 2 mg mL™" solution for the maintenance
infusion. To avoid undesired movement during laryngosco-
py and intubation, rocuronium was administered to the
patient as a bolus of 3 x EDgss, (0.9 mg kg_l; EDgso, is the
effective dose in 95% of patients). Single twitch height was
used as the measure of rocuronium effect as explained
below. After the patient recovered up to a twitch height of
25% of control twitch, a continuous intravenous infusion
was started; this was adjusted during the whole procedure
to maintain one response of the train of four or to clinical
requirements warranting an adequate level of immobility
during the whole surgical procedure until the surgeons
started closing the skull, at which time the infusion was
stopped. Several changes in infusion rate were made during
the procedure in accordance with ongoing data on the
increase and decline of effect.

Blood sampling scheme

Based on prior information on the PK model of rocuronium
[11], we carried out a simple simulation exercise to decide a
sampling scheme that would allow the estimation of
reliable parameters defining the PK model. Briefly, PK
profiles for a sample of 20 individuals were simulated
under different measurement sampling designs, and model
parameters were estimated from the simulated profiles and
subsequently compared with the ones used in the simu-
lations. Based on the results of the simulations, we decided
to draw arterial blood samples (5 mL) at 1.5, 3, 6, 10, 30,
60 min after the bolus injection and at hourly intervals
thereafter until the end of the infusion, and at 10, 30, 60 and
120 min after the rocuronium infusion was stopped. The
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blood samples were centrifuged at 10 g and 2 mL plasma
was extracted from each sample and frozen at —80°C for
transport and analysis at a later date.

Determination of rocuronium and phenytoin in plasma

Concentrations of rocuronium in plasma were analyzed by
high-performance liquid chromatography with post-column
ion-pair extraction and fluorimetric detection [12]. The
assay accuracy was 5% over the range of 10-1000 ng
mL ™', The mean precision, as indicated by the within-day
coefficients of variation, was 6.8% for rocuronium. The
lower limit of quantification (LOQ) for rocuronium was
10 ng mL™" in plasma.

Serum phenytoin was measured in all patients using an
enzyme inmunoassay involving the inhibition of agglutina-
tion (Immulite 2500; DP Corp, Los Angeles, CA), which is
the analytical technique routinely used to monitor thera-
peutic levels of phenytoin in epileptic patients at our
institution.

Pharmacodynamics

While the patient was routinely monitored, electrodes for
the electromyographic quantification of the neuromuscu-
lar blocking effect of rocuronium were placed, in
accordance with the manufacturer’s instructions (M-
NMT Module; Datex Ohmeda, Helsinki, Finland), on
the arm ipsilateral to the brain lesion. The electromyo-
gram of the adductor pollicis was recorded using five
disposable Ag/AgCl electrodes placed as follows: two
stimulating electrodes along the ulnar nerve at the wrist,
two recording electrodes (one at the adductor pollicis and
the second on the lateral surface of the index finger) and
one ground electrode between the stimulating and the
recording electrodes. The arm was kept still by means of
a rigid plastic frame to minimize movement artifacts and
covered with drapes to avoid hypothermia that might
alter the estimation of effect. The temperature of the arm
was continuously monitored.

The M-NMT system was calibrated after the adminis-
tration of propofol and remifentanil but before the
administration of rocuronium, as described elsewhere
[8]. Pulses of 200 us, at a rate of 2 Hz, were administered,
starting from 10 mA, followed by increments of 5 mA.
The maximal current obtained was then increased by 15%,
yielding the supramaximal stimulation. The system was
set to deliver a supramaximal train of four stimulations
(200 ps, at 2 Hz) every 12 s for an equilibration period of
5 min. A train of four (TOF) stimulations was given at 20-s
intervals.

The percentage change from the response to the supra-
maximal stimulus, the so-called T1%, was continuously

collected, recorded and stored. The exact times of rocuro-
nium administration, changes in infusion rate and exact
sampling times were also automatically collected online
using the software program $5-COLLECT ver. 3.0 (Datex-
Ohmeda, Helsinki, Finland). The resolution was one data
point per second, and all data were stored in a computer
hard drive for subsequent analysis.

Data analysis

The PK and PD data were fitted sequentially under the
population approach using the first-order conditional
estimation (FOCE) method with the INTERACTION option
implemented in the software NONMEM ver. V [13]. First, the
plasma concentration C) versus time profiles of rocuronium
were described and then the individual model-predicted
estimates of the PK parameters were used to model the time
course of the response data. The PK data were logarithmi-
cally transformed. Inter-patient variability (IPV) was mod-
eled exponentially using the expression 6; = Oryxe”,
where 0;, is the estimate of the parameter in the i-th
individual, B1v, corresponds to the typical estimate of the
parameter, and m; represents the deviation between 0; and
Oty. The set of 1 constitutes a random variable symmet-
rically distributed around 0 and with variance w?. Residual
variability was described with an additive error model
(which in the case of the PK data corresponds to a
logarithmic error).

The stepwise generalized additive model (GAM) ap-
proach was used to identify the potential important
covariates and their functional relationships with the model
parameters [14]. The GAM approach was performed with s-
PLUS using the XPOSE software ver. 3.011 [15]. Covariates
selected during the GAM approach were then evaluated
individually in NONMEM. Those covariates that showed a
level of significance of P=0.05 were tested and incorpo-
rated, one at a time, until the full covariate model was
obtained (forward inclusion). Following the forward inclu-
sion, a backward elimination was performed on a signifi-
cance level of P=0.01.

Selection between models was based on the precision of
the model parameter estimates, the visual inspection of the
goodness-of-fit and residual plots and the minimum value
of the objective function [-2 log(likelihood); —2LL]
provided by NONMEM. A 3.84 and a 6.63 point decrease in
—2LL between two nested models were considered signif-
icant at the 0.05 and 0.01 levels, respectively.

Model parameters were expressed as the estimated
values together with the corresponding relative standard
error computed as the ratio between the standard error and
the estimate of the parameter. The degrees of inter-patient
and residual variability were expressed as the coefficient of
various (CV; %).
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Pharmacokinetic model

Drug disposition in the plasma was described using
compartmental models parameterized in terms of volumes
of distribution (V;, V,, V3), distribution clearances (Cl,,
Cl), and total plasma clearance (Cl,).

Pharmacodynamic model

T1% variable values were fit using the effect compart-
ment model that links the observed concentrations of
rocuronium in plasma to the neuromuscular blocking effect
of rocuronium with a first-order process [16]. The sigmoidal
Enmax model was used to relate drug effects to the predicted
concentrations in the effect site (C,).

Model evaluation

To evaluate the PK and the PD models, we calculated the
prediction error (PE) for every measurement in each
individual studied, as follows:

Obs — Pred
PE=——"-—"—x1
Pred x 100

where Obs means observation (measured plasma concentra-
tion of rocuronium or the T1% effect measured for the PK
and PD models, respectively), and Pred means the PK or PD
model individual prediction for each time there was an
observation. The difference between Obs and Pred normal-
ized to the range of the effect measure was used to evaluate
the models, as described elsewhere [17]. For every patient we
calculated the median prediction error (MDPE), as a measure
of bias, and the median absolute prediction error (MDAPE),
as a measure of inaccuracy, as described elsewhere [18]. The
median across all individual values of MDPE and MDAPE
were also calculated. The best and worst individuals of the
CPT and non-CPT groups, respectively, according to their
MDAPE were selected and graphically displayed for
evaluation of the PK and PD models.

A predictive check was used to explore the PKPD
models [19]. Five hundred new data sets were simulated
based on the selected models. For each of the simulated
data sets, the median of the first time at which the response
was >80% after the initial bolus was computed. The
difference between the median value computed from the
original data and the median from all of the simulated data
sets is reported as an additional measure of the performance
of the proposed PKPD model.

Clinically relevant endpoints

To further explore the predictions of the proposed model
and to enable possible dosing adjustments to be studied and
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compared between patients under CPT and patients who
were not taking phenytoin, we conducted simulations based
on the PKPD model. The goal of the simulations was to
evaluate the effects of a dose of rocuronium on normal
individuals as compared to subjects under CPT. The effect
profile after a single bolus dose of rocuronium was
simulated for a typical individual of the CPT group and
compared to a typical individual of the control group. The
size of the bolus used for simulations was 3 x EDgso,
(0.9 mg kg ).

Indicators related to onset T1,q, (time to reach a T1% of
10% of the T1 control) and Tpg (time to peak effect),
duration T1,s0, (time to recover to a T1% of 25%) and
offset T1,50,—750, (time from recovery of T1% 25% to T1%
of 75%) of effect were calculated for the non-CPT and CPT
individuals based on the estimated parameters of the PKPD
model. Tl is a descriptor of the onset of effect that
depends on the dose given—the larger the dose, the shorter
the time it takes to reach T1;gs,. Tpg is a dose-independent
descriptor of the onset of effect and has been described
elsewhere [20]. Simulations were conducted using
PKPDTOOLS FOR EXCEL, an EXCEL add in suite of functions
that allows different complex pharmacological calculations
to be performed [21].

Results

The demographics, surgical procedure and other details on
the characteristics of the patients are given in Table 1.
Table 2 reports the covariate factors (median value and
range) included in the PKPD analysis process. Figure 1
shows that CPT patients required higher doses (expressed
as rates of administration) than control patients. The data
from five patients (two in the control group and three in the
CPT group) could not be included in the PD analysis due to
anomalies in the automatic data downloading process;
consequently, their data were only used in the PK part of
the data analysis.

Pharmacokinetic model

A three-compartment body disposition model resulted in a
significantly better fit that the one- and two-compartment
models (P<0.01). Inclusion of IPV was found to be
significant for Cl;, volume of distribution of the shallow
peripheral compartment (V,), and distribution clearance
between the central and the shallow peripheral compart-
ment (Cl,) (P<0.01). The covariance between IPV terms
was not significant (P>0.05).

The following covariates were selected during the GAM
approach: age, height and CPT on Cl,, albumin concentra-
tion on V,, «;-acid glycoprotein concentration and weight
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Table 1 Demographic and dosing characteristics of the patients

Identification — Diagnosis Age Gender  Weight Height Bolus Infusion®(png CPT DXM  Concomitant

no. (years) (kg) (cm) (mg) kg 'min")  (days) pathology

1 Tumor right 54 Female 63 171 60 14.46 No Yes No
hemisphere

2 Glioma left 29 Female 73 158 70 17.19 30 No No
hemisphere

3 Oligodendroglioma 38 Female 62 159 60 15.13 300 No No
left hemisphere

4 Tumor right 75 Female 58 156 50 12.38 No Yes No
hemisphere

5 Tumor left 48 Male 64 185 60 22.54 20 No No
hemisphere

6 Suprasellar tumor 19 Male 76 176 70 23.28 134 Yes Hypothyroidism

7 Tumor left 61 Female 60 168 60 16.77 No Yes No
hemisphere

8 Tumor left 48 Female 53.5 156 50 13.84 No No No
hemisphere

9 Tumor right 35 Male 92 182 80 11.86 No Yes No
hemisphere

10 Arteriovenous 47 Male 84 184 80 22.28 480 No No
malformation (left
temporal lobe)

11 Tumor right 47 Male 76 180 70 25.63 17 No No
hemisphere

12 Tumor right 76 Male 65 165 60 18.13 No No Diabetes
hemisphere

13 Tumor right 55 Male 71 179 70 13.93 No Yes No
hemisphere

14 Tumor inter- 61 Female 86 158 80 16.42 No No Hypertension,
hemispheric diabetes,

depression

15 Tumor Posterior fossa 59 Female 75 163 70 10.55 No No Hypertension

16 Tumor right 40 Female 61 166 60 21.65 7 No No
hemisphere

17 Tumor pineal gland 38 Female 52 162 50 11.46 No No No

18 Tumor left 52 Male 87 170 80 14.75 No No No
hemisphere

19 Giant left 77 Female 52 159 50 19.56 360 No No
meningioma

20 Tumor right 30 Female 62 176 60 40.46 360 No No
hemisphere

21 Tumor right 53 Male 74.5 170 70 23.65 30 Yes No
hemisphere

CPT, Chronic phenytoin therapy; DXM, dexametasone treatment

*Total dose infused has been normalized to weight and averaged to the minutes of infusion duration

on Cl,. However, the analysis with NONMEM revealed that
only CPT was a significant covariate on Cl; (P<0.01).

Table 3 shows the model estimates corresponding to the
final population model in the control and CPT groups,
where it can be observed that all parameters were
associated with a good precision.

Goodness-of-fit measures showed that the proposed PK
model had an overall good ability to describe the data.
Inaccuracy was 3.63% and bias was —0.81%. Figure 2

presents the goodness-of-fit plots for the PK model. The
population model (top) as well as the individual post-hoc
Bayesian (bottom) predictions adequately described the
measured concentrations of rocuronium. The plot of the
time course of the percentage error did not show any
systematic bias that could have influenced the predictions
of the PK model. Figure 3 shows the best and worst
individuals according to their MDAPE values in both
groups of patients.
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Table 2 Covariate factors analyzed in this project, compared between
non-CPT and CPT groups

Covariate factors Non-CPT CPT (n = 10)
(n=11)

Age (years) 55 (35-76) 39 (19-77)

Weight (kg) 65 (52-92) 68.5 (52-84)

Height (cm) 165 (156-182) 173 (158-185)

Gender (M/F) 7/4 4/6

Phenytoin concentration (mg L") 0 8.05 (4.6-30.2)

Phenytoin (categorical) 0 10

Dexamethasone (categorical) 5 4

Total protein (g L™") 60 (44-71) 60.5 (53-68)

Albumin (g L") 39 (27-44) 37.50 (34-42)

o Acid glycoprotein (g L") 0.91 (0.41-1.14)  0.85 (0.52-3.01)

Values are expressed as the median,
parenthesis

with the range given in

The CPT increased the typical population estimate of ClI,
from 0.26 to 0.75 L min" ' and reduced the unexplained IPV
found in the basic population model from 60 to 24.4%.
Figure 4 displays the distribution of individual estimates of
Cl;, where it can be observed that there is no overlap
between the two groups of patients.

Pharmacodynamic model
The effect compartment model showed a clear superiority

over the model that directly used the plasma concentration
of rocuronium to describe the T1% data (P<0.05). The

Fig. 1 Dose requirements

inclusion of IPV was found to be significant (P<0.01) for
keo (the first-order rate constant governing drug distribution
between the central and the effect compartment), ICsq (the
steady-state plasma concentration eliciting half of the
maximum response) and y (the sigmoidicity parameter).
Covariance between the IPV terms was not significant (P>
0.05). None of the individual patient characteristics were
selected as potential significant covariates during the GAM
analysis. The effect of CPT on ICsq was tested in NONMEM
and found to be statistically non-significant (P>0.05).
Table 4 lists the parameter estimates corresponding to the
PD model, where it can be observed that all parameters
were estimated with high precision.

In terms of the goodness-of-fit measures, the median
values for MDAPE and MDPE were 8.6 and 1.05,
respectively. When the observations were compared to the
individual post-hoc model predictions, MDAPE was 3.4
and MDPE 0.36. Figure 5 shows the representative
goodness-of-fit plots. Figure 6 shows the best and worst
individuals according to their MDAPE in both groups.

Results from the predictive check showed very good
agreement between the medians of the times to achieve
>80% blockade after the first bolus administration. The
median value for the observed T1% was 1.4 min and that for
the simulated T1% was 1.9 min, providing an additional
indication that the selected models were supported by the data.

The impact of CPT on ICs5, was further evaluated by
graphical inspection in Fig. 7 where it is clear that the

Non CPT CPT

expressed as rates of adminis-

tration vs. time for the two
group‘patlents. L.eft panel Non- S |
chronic phenytoin therapy a
(CPT) patients, right panel CPT
patients. Each line represents an =
individual profile % § 1
g «
IS}
Q
Q
E 8
£ 3
c —
kel
8
2 o
c
E S
© ~—
<
S
2
S o
o o
[Te)
o 4

0 100 200 300 400 500 0

@ Springer

100 200 300 400 500
Time (min)



Eur J Clin Pharmacol (2008) 64:795-806

801

Table 3 Final population pharmacokinetic (PK) parameters for
rocuronium in the presence or absence of CPT

Parameter Typical Population Inter-patient
Estimate variability
Vi@ 4.04 (0.07) -
V, (L) 5.34 (0.13) 44 (0.4)
V5 (L) 4.93 (0.26) -
Cl, (L min™") No CPT: 0.26 (0.1)
CPT: 0.75 (0.06) 24.4 (0.49)
Cl, (L min ") 0.36 (0.14) 43 (0.49)
Cl; (L min") 0.04 (0.15) -
Residual (%)* 0.3 (0.16) -

Vi, V5, and V3, Volumes of distribution of the central, shallow
peripheral, and deep peripheral compartments, respectively; Cl;, total
plasma clearance; Cl, and Cl;, intercompartmental clearance between
the central and shallow peripheral compartments, and between the
central and deep peripheral compartments, respectively

Model parameter estimates are reported with their relative standard
error in parentheses. Inter-patient variability is expressed as coefficient
of variation [CV(%)]

#Residual error in logarithmic scale

typical population estimates of ICs, between the two
groups of individuals are very similar. The dispersion in
ICsq in the CPT group was higher although the data did not
support the estimation of a different variance in ICsg
between the two groups (P>0.05).

Clinically relevant endpoints

Figure 8 shows the time course of predicted effect after a
bolus dose of 63 mg (3 x EDgss,, 0.9 mg kg '). The graph
allows a comparison between groups with respect to onset,
duration and offset of effect, based on the estimated PKPD
parameters. The left panel shows the results of the
simulation for the typical individual, representing the group
of patients not taking phenytoin. The right panel represents
the typical patient of the CPT group. After a rocuronium
bolus dose of 63 mg, onset, defined as the time from the
bolus injection to the time a T1% equal to 10% of T1%
control height, was 3.2 min in the control group and
5.25 min in the CPT group. Tpg was 11.23 and 7.17 min in
the control and CPT groups, respectively. The time from
bolus injection to a recovery of T1% equal to 20% of
control T1% was 45.2 min in the control group as
compared to 16.75 min in the CPT. To reach a recovery
of 80% of control T1% would take 85.8 min in a patient of
the control group and 37.75 min in a patient taking CPT.
The offset of effect was evaluated by calculating the time of
recovery from a T1% of 25% to a T1% of 75% of the
control T1% height; it was 32.2 and 16.75 min in the
control and CPT patients, respectively.

Discussion

The patients of our study who were taking CPT required a
significantly higher dose of rocuronium to maintain an
adequate level of neuromuscular blocking effect. This
finding is consistent with clinical knowledge and the
research of other authors on rocuronium and other NMBA.
We used the population PKPD modeling approach to
explore at which level (PK or PD) CPT affects rocuronium
response.

Disposition of rocuronium in plasma has been charac-
terized in the past with the use of a two-compartment [22]
and a three-compartment body model [23]. Regardless of
the selected model fitted to the plasma concentration data,
rocuronium in healthy patients is characterized by: (1) small
V,, with values ranging from 2.7 [23] to 6.76 L [22], (2) a
small apparent volume of distribution at steady-state (Vgg),
ranging from 10.5 [22] to 19.95 L [24] and (3) low Cl,
0.2 L min~' [24]. Those previous results are in accordance

Population prediction

0.5

Individual post hoc prediction

Observed/Predicted
N

0.5

0 120 240 360 480 600
Time [min]
Fig. 2 Goodness-of-fit plots for the selected population pharmacoki-
netics (PK) model. Top panel Time course of the prediction error for
the population PK model, bottom panel the prediction error for the
individual post-hoc prediction. In both graphs each line represents a
single individual, and the bold horizontal line is the line of identity
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Fig. 3 Representative pharmacokinetic fits in both groups of patients.
The best and worst fit in the group of patients not taking phenytoin
(left) and those on CPT (right) according to their individual MDAPE
values are represented in the top and bottom panel respectively. Each

with the model parameter estimates obtained in the current
study for patients that were not under CPT: V;=4.03 L,
Vss=14.6 L and C1;=0.26 L min .

Our calculations revealed that no covariates other than
the presence of CPT were significant at a PK or PD level.
Some authors have reported changes in the level of o-acid
glycoprotein between non-treated and phenytoin-treated
patients that could justify an increase in rocuronium protein
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panel represents the time course of the observed (circles), population-
predicted (thick line) and individual Bayesian post-hoc-predicted
(dotted line) rocuronium concentrations

binding and partly explain a decrease in neuromuscular
blocking effect [25]. We did not detect such differences
between groups nor were we able to detect any effect of o -
acid glycoprotein as a covariate factor in the modeling
process. «;-Acid glycoprotein showed no correlation with
phenytoin concentrations or with the duration of CPT as
other authors have also reported [26-28]. In our study,
similar total protein levels or albumin were measured in
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Table 4 Population pharmacodynamic parameters for rocuronium

Parameter Typical population Inter-patient

estimate variability
Keo (min") 0.073 (0.1) 42.4 (0.24)
ICso (ng mL™") 836 (0.13) 52.9 (0.15)
Y 3.13 (0.13) 52.5(0.2)
Residual (%) 10.2 (0.25) -

Model parameter estimates are reported with their relative standard
error given in parentheses; inter-patient variability is expressed as
coefficient of variation [CV(%)]

keo, First-order rate constant controlling drug distribution between
plasma and biophase; ICs, steady-state plasma concentration value
eliciting half of the maximum neuromuscular blockade; v, parameter
governing the shape of the response vs predicted effect site
concentration relationship

patients from both groups. Based on the reported findings
CPT must be taken into account when using rocuronium as
the neuromuscular blocking agent of choice.

In terms of covariate detection, it is worth noting the
effect of factors such as weight could not be detected. It is
possible that a different design of the study with a more
representative group of patients of different weights and
ages would give a better answer to this point. One
possibility to be considered is that dosing rocuronium
according to weight would not decrease the variability in
the response and would not be necessary, but this area
requires further exploration.

The results of our study show that CPT has an important
influence on the elimination of rocuronium, increasing the
value of Cl; from 0.26 to 0.75 L min ' while decreasing
IPV from 60% to 24.4, when it was included in the PK
model as a covariate. A PK interaction to explain the
resistance to rocuronium observed in one patient with renal
insufficiency under CPT was suggested in the past [9]. A
decrease in the rocuronium-induced neuromuscular block-

Fig. 5 Goodness-of-fit plots for
the selected population PD
model. Left panel The time
course of the prediction error for
the population PD model, right
panel the prediction error for the
individual post-hoc prediction.
In both graphs each hairline
represents a single individual,

100 -

Population prediction

ade in patients under CPT was also observed [5]. Our
contribution confirms such a hypothesis and quantifies the
effect of the co-medication at the median level of the
parameter Cl; as well as the decrease in IPV, when CPT
was included in the PK model.

Our estimated values for ICsy, the estimate of drug potency,
are consistent with those reported by other authors, which
ranged from 684 [22] to 1030 ng mL ' [29]. From a PD
standpoint, it is worth noting that, according to our results,
CPT does not affect the typical estimate of ICsy. Other
authors have demonstrated an effect of antiepileptic therapy
on the ICsq of different NMBA, such as vecuronium [2],
although others were unable to detect changes in vecuronium
ICsy in the presence of carbamazepine [30]. In terms of
rocuronium, there has been no report of the influence of
antiepileptic drugs on the potency, ICs,, of the drug.

Our PKPD model estimates a typical value of k., of
0.073 min ' for all subjects studied regardless of CPT.
These values are different from those reported previously
for rocuronium bromide [22, 23, 29]. There may be several
factors that can explain these differences in kg, values of
NMBA: differences in the effect measurement method
(electromyogram vs. force transducer), in the signal
acquisition method or the train of four derived parameter
used for PD modeling, in the core temperature maintained
during the surgical procedure, or differences related to
study design, especially those related to the drug adminis-
tration method (bolus, constant or variable continuous
infusion or a combination of both) or to which part of the
anesthesia was chosen to study the effect (induction,
maintenance) [31].

The design of this study in terms of rate of administra-
tion must be commented upon. It has been shown that the
erroneous assumption that drug plasma concentrations peak
at time zero and decrease monotonically after bolus
administration affects the accuracy of PD parameter

Individual post-hoc prediction

and the bold horizontal line is
the line of identity
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Fig. 6 Representative PD fits. The best and worst fit in the group of
patients not taking phenitoyn (/eff) and those on CPT (right) according
to their individual MDAPE values are represented in the top and
bottom panels, respectively. Each panel represents the time course of

60

estimates with doses producing rapid, complete twitch
depression [32]. In our study, all patients in both groups
received a high initial bolus dose (3 x EDyso,) because of
clinical concerns related to insufficient neuromuscular
blockade in brain surgery patients. The concerns were
based on the fact that, although the T1% effect measured at
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the observed (circles), population-predicted (thick line) and individual
Bayesian post-hoc-predicted (dotted line) rocuronium-induced eftect
on T1%

the adductor pollicis muscle could reach an effect of 100%,
this is not the case at the laryngeal muscles level, where it
can not reach 90% of effect, and at the adductor pollicis,
although during a significantly shorter period of time [33].
This problem, which has been described for non-epileptic
individuals, could be much greater in the case of patients

Fig. 7 Distribution of the indi-
vidual estimates of ICsq in each
of the two groups of patients.
The length of each box covers
50% of the estimates, and the
median is indicated by the white
line in the box. The distance from
the median to the end of each
whisker (the lines extending from
the box) is equal to 1.5-fold the
interquartile range
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Fig. 8 Simulation of the time course of effect after a bolus dose of
rocuronium in the CPT group as compared to the control group. The
simulated bolus dose is 63 mg (3 x EDgso,, 0.9 mg kgfl, assuming a
weight of 70 kg) administered to the typical patient of the control
group (left panel) and the typical patient of the CPT group (right

under chronic antiepileptic therapy, thereby placing them at
a greater risk of insufficient blockade during induction. To
overcome the limitations of a large initial bolus, we
considered that a combination of a bolus and a variable
continuous infusion, where several points of onset and
offset of effect could be measured, could be a good
approach to estimate PKPD parameters, as other authors
have already demonstrated for anesthetic drugs such as
propofol [34, 35].

It is also worth noting that an increase in the dose would
increase the time of ablation of T1% which, in turn, would
decrease the amount of data obtained on the relation between
Cp and effect as well as decrease the number of data points
related to onset of effect. This two facts might increase the
bias and variability of the estimation of k., [32]. Bergeron et
al. studied the PKPD of cisatracurium using three different
bolus doses of 1.5-, three- and sixfold the EDgso, of
cisatracurium. They found that there was a direct relation
between doses and ICsp—i.e. the larger the dose the greater
ICso—while the k.o was inversely related to dose—a larger
dose decreased the estimate of k., thereby increasing onset
time [36]. Kuipers et al. estimated a k.o for rocuronium of
0.24 min! (t1oxe0 2.9 min) after a bolus dose of 1 x EDgso,
[22], while the estimates for k., of rocuronium in studies
where 2 x EDgsy, was administered ranged from 0.09
through to 0.17(t;pre0 4.12—7.7 min) [23, 29]. Our estimate
of ko is lower than those reported, probably because of the
influence of the initial 3 X EDgss, bolus dose.

Model misspecification could also contribute to explaining
the lack of agreement between the pharmacodynamic results
previously published by other authors and the results of our
study. The attainment of 100% of effect might not be the real
maximal effect but rather the level at which the signal

panel) according to the proposed PKPD model. Indicators of onset
(T1y9e4, Tpg) and duration of effect (T1,q0,, Tlgge,) as described in the
text are represented in both graphs to allow for a better evaluation of
the influence of CPT on neuromuscular blocking effect after a bolus
dose of rocuronium

disappears although the effect is still building up. The use of
the sigmoidal Ey;4x model would not be adequate to model
such data when the supramaximal effect is reached.

With regard to the results of simulating a bolus dose
administered to a typical 70-kg subject belonging to each of the
two groups studied in our study, it must be noted that although
Tpg, a dose-independent indicator of onset of effect, indicates
a shorter time to reach maximal effect in the CPT group, the
onset is slower when the same dose is administered to both
subjects. This is probably due to the fact that the increase in
Cl; makes less drug available to reach the biophase and the
effect is less intense and with a shorter duration. Consequent-
ly, in order to reach the same level of effect after a bolus, a
larger dose of rocuronium must be administered to those
patients under CPT. The calculated descriptors of duration
and offset of effect predict a shorter duration and faster
recovery in the group of patients under CPT; therefore, to
maintain the same level of effect than in the control group,
doses must be increased in the patients under CPT.

Caution must be taken in interpreting the simulations
presented. Since our estimates of k., seem to be dependent on
the dose administered, our results can only be valid when
similar dosing schemes are used. Using the estimated
parameters to study the time course of rocuronium effect
on T1% may give erroneous conclusions when the simulated
dose is a submaximal one, since for doses like 2 X EDgso, the
estimated k., and possibly ICsq, might be greater and affect
the expected time course of neuromuscular blocking effect.

In conclusion, a three-compartment PK model combined
with the effect compartment model provided the best
approach for describing the disposition and time course of
the neuromuscular blocking effect of rocuronium bromide.
When combining a large bolus dose with a variable
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continuous infusion of rocuronium, the effect of CPT is to
increase metabolic clearance with no apparent effect on Csq
or kqo. The effect of as large a bolus dose as that used in
our study might affect the estimation of parameters such as
Cso and k. Chronic administration of phenytoin must be
considered to be a relevant factor when deciding the dosing
guidelines of rocuronium in such patients.

Acknowledgments Supported by FIS (Fondo de Investigaciones
Sanitarias, Health Department, Government of Spain) grant no.
020582.
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En este articulo, hemos conseguido detectar rocuronio muy préximo a su lugar
de accion mediante microdidlisis, cosa que no se habia realizado hasta ahora. Esta
novedosa aproximacion puede ser de gran utilidad a la hora de estudiar los mecanismos
de distribucion del fdrmaco hacia los diferentes tejidos y los diferentes factores que
pueden influir, en este caso en la proximidad del lugar donde el rocuronio ejerce su
efecto.

Una aplicacidn practica de este fendémeno ha resultado el confirmar que los
pacientes sometidos a TCF precisan mas dosis de rocuronio para obtener el mismo
efecto. Hemos podido llegar a esta conclusion ya que las concentraciones de rocuronio
en el musculo eran similares en el grupo TCF y en el grupo control, mientras que las
dosis requeridas para obtener similar efecto eran significativamente mayores en los

pacientes con TCF.
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CLINICAL REPORT

Feasibility of Microdialysis to Determine Interstitial
Rocuronium Concentration in the Muscle Tissue
of Anesthetized Neurosurgical Patients

Juan Fernandez-Candil, MD,* Pedro L. Gambus, MD,* Iiiaki F. Troconiz, PhD,T
Ricard Valero, MD,* Enrique Carrero, MD,* and Neus Fabregas, MD*

Background: Microdialysis is used to determine the concentra-
tions of substances in the extracellular fluid of tissues. To date, it
has not been used to measure rocuronium concentrations in
human muscle. We determined the ability of microdialysis to
recover rocuronium from muscle interstitial tissue for the
purpose of assessing the effect of chronic phenytoin therapy
on muscle concentrations of rocuronium.

Methods: In a first phase, an in vitro study was performed to
establish the ability of the assay to recover rocuronium. In a
second phase, 17 patients undergoing brain surgery were
enrolled. Eight patients were on chronic phenytoin therapy
and the remaining 9 patients were not taking any antiepileptic
agent (controls). Rocuronium was administered intravenously
and muscle tissue samples for microdialysis were collected.

Results: The recovery rate of the in vitro assay was 36% at a
pump rate of 1pL/min. Rocuronium muscle tissue concentra-
tions could be measured in 25 microdialysate samples.
Rocuronium concentrations were similar in patients treated
with phenytoin and in controls, although the doses required to
obtain a similar effect were significantly higher in patients on
chronic phenytoin treatment.

Conclusions: Quantification of drug concentrations in muscle by
means of microdialysis is technically feasible in the clinical
setting and it might help in studying pharmacologic mechanisms
of drug action. Based on our results the decrease in the degree
of effect of rocuronium in the presence of chronic phenytoin
therapy might seem to be due mainly to a pharmacokinetic
mechanism.
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ocuronium bromide is one of the most used non-

depolarizing neuromuscular blocking agents in anes-
thesia. It has a short onset of action with an intermediate
duration of effect! and is excreted unchanged in urine and
bile in high concentrations.”* Approximately 10% is
metabolized to hydrophilic forms by decarboxylation,
presumably via CYP3A4, a subunit of cytochrome P450,
although this has not been confirmed.

Microdialysis is a technique for determining inter-
stitial concentrations of substances. In clinical practice,
it has been used to quantify the amount of a drug
that reaches a specific organ or tissue*°® and its clinical
application in the study of tissue metabolism in severe
brain damage has been already developed.”-® It has also
been used in clinical pharmacology studies of various
drugs in human volunteers,”!? but to our knowledge it
has not been used yet to study the presence of neuro-
muscular blocking agents in muscle interstitium.

Anticonvulsant agents, such as phenytoin, pheno-
barbital, and carbamazepine are potent inducers of micro-
somal liver enzymes. Phenytoin, for example, increases
cytochrome P450 activity and may accelerate the meta-
bolism of nondepolarizing neuromuscular blocking agents
through this enzymatic pathway. In the presence of
chronic treatment with phenytoin, higher doses of neuro-
muscular blocking agents are necessary to achieve and
maintain the same level of effect.>!! Although numerous
studies assessing the possible mechanisms of interaction
between both classes of drugs have been published, there
is limited information regarding the interaction of rocur-
onium and phenytoin.!"-!> Although it has been shown
that neuromuscular blocking agents are more rapidly
cleared in the presence of phenytoin, possible pharmaco-
dynamic interactions remain unclear.'>!4

This study aims to determine the possibility that
microdialysis a technique used in pharmacologic research
could be used to study the mechanism of action of anesthetic
drugs in patients undergoing surgical procedures and, based
on the data collected, to further elucidate the biophase
distribution of rocuronium in the presence of phenytoin.

www.jnsa.com | 163



Fernandez-Candil et al

J Neurosurg Anesthesiol » Volume 22, Number 2, April 2010

MATERIALS AND METHODS

This cross-sectional, open-label, single-center study
was designed in 2 phases. In the first phase, an in vitro
experiment was performed to evaluate the characteristics
of the microdialysis assay for the detection of rocuronium
in terms of speed of infusion of the drug and time
intervals for the collection of microdialysate samples. In
the second phase, interstitial muscle concentrations of
rocuronium were measured in 17 anesthetized patients
undergoing brain surgery in the presence or absence
(controls) of treatment with phenytoin. These patients
were also included in a recently published study'? where
the effects of chronic phenytoin therapy on the pharmaco-
kinetics (PK) and pharmacodynamics (PD) of rocuro-
nium, using a PK-PD modeling approach, were studied
in 21 patients, but the results of the microdialysis study
have not yet been published. From the 21 patients
originally studied in the PK-PD project, only 17 had the
microdialysis catheter and these 17 are the ones studied
in this work.

The study protocol was approved by the Clinical Re-
search Ethics Committee of Hospital Clinic of Barcelona.
All patients gave written consent to participate in the
study.

In Vitro Study

Microdialysis requires the implantation of a micro-
catheter in a specific region of a tissue.!® The exchange of
solutes through the semipermeable membrane of the
catheter is bidirectional as a result of variations in
concentration gradients.'® To extrapolate the actual levels
of the drug in a clinical study, it is necessary to determine
previously the extraction fraction of this drug, which is
the ratio between the amount recovered in the dialysate
and the amount in the extracellular fluid.

A microdialysis catheter with a 30 mm long poly-
amide membrane with a permeability cutoff of 20 kda
(CMA 70, CMA Microdialysis AB, Stockholm, Sweden)
was placed in a normal saline solution with known
concentrations of rocuronium (250 and 500 pg/mL) and
connected to an infusion pump (CMA 107 Microdialysis
Pump, CMA Microdialysis AB, Solna, Sweden) that
infused the saline solution at flow rates of 0.5, 1, and
1.5 uL/min. Passage of rocuronium through the catheter
membrane was ensured as the molecular weight of this
agent is 546da.!” The concentration of rocuronium was
analyzed in 18 dialysate samples using the biochemical
method described below. Each sample was analyzed twice
and the average of the 2 results was recorded.

Clinical Study

This phase of the study was designed in accordance
with good clinical practice and research guidelines for
nondepolarizing neuromuscular blocking agents.!%!° Of
the 17 patients included in the study, 8 were on chronic
phenytoin treatment as defined by the use of phenytoin as
the only anticonvulsant agent for at least the previous 7
days.!'* Controls were the remaining 9 patients not treated
with anticonvulsant agents. Details of patient monitoring
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and collection of blood samples have been previously
reported.!?

Although the patient was routinely monitored,
electrodes for electromyographic quantification of neuro-
muscular blocking effect of rocuronium were placed,
according to the manufacturer’s instructions (M-NMT
Module, Datex Ohmeda, Helsinki, Finland), on the arm
ipsilateral to the brain lesion. The electromyogram of the
adductor pollicis was recorded using 5 disposable Ag/
AgCl electrodes placed as follows: 2 stimulating electro-
des along the ulnar nerve at the wrist, 2 recording
electrodes (one at the adductor pollicis and the second on
the lateral surface of the index finger), and 1 ground
electrode between the stimulating and the recording
electrodes. The arm was kept still by means of a rigid
plastic frame to minimize movement artifacts and covered
with drapes to avoid hypothermia that might alter the
estimation of effect. Temperature of the arm was
continuously monitored.

The M-NMT system was calibrated after adminis-
tration of propofol and remifentanil but before adminis-
tration of rocuronium. Pulses of 200 s, at a rate of 2 Hz
were administered, starting from 10 mA with increments
of 5mA. The maximal current obtained was then
increased by 15%, yielding the supramaximal stimulation.
The system was set to deliver supramaximal train of 4
(TOF) stimulations (200 us, at 2 Hz) every 12 seconds for
an equilibration period of 5 minutes. A TOF stimulation
was given every 20 seconds.

Placement of the Microdialysis Catheter

Before anesthetic induction, a 16 G catheter needle
was inserted into the vastus lateralis of the quadriceps
muscle ipsilateral to the brain lesion, following cleaning
and disinfection of the insertion site. The puncture site
was anesthetized with 1mL of 2% lidocaine. The angle
of insertion was 45° and care was taken to avoid bleeding;
if bleeding occurred, a new puncture site was used.
Ultrasound (SonoSite MicroMaxx; L38 linear probe;
SonoSite Inc, Bothell, WA) was used to confirm the
correct placement of the catheter in the muscle. Then, a
microdialysis catheter of the same characteristics as the
one used in the in vitro study was inserted through the
16 G catheter and left in the muscle tissue, fixed in place
with an adhesive pad to prevent movement. The system
was then purged and the first sample discarded. On the
basis of results of the in vitro study, the microdialysis
fluid was infused at a rate of 1 pL/min using an infusion
pump. The first sample (baseline) was drawn 20 minutes
after starting the infusion when rocuronium was not yet
present in the blood.

Rocuronium Administration and Dialysate Sampling
Protocol

Propofol (2mg/kg) was used as the hypnotic
agent for induction and maintenance of anesthesia,
analgesia was provided with a continuous infusion of
remifentanil (0.01 to 0.5 pg/kg/min) adjusted depending
on clinical requirements. After injecting the bolus dose of

© 2010 Lippincott Williams & Wilkins
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rocuronium (0.9 mg/kg) and assessing that maximal effect
was achieved, laryngoscopy and intubation were per-
formed. After the patient recovered to 25% of first twitch
(T1-25%) of a TOF, a continuous intravenous infusion of
rocuronium (2mg/mL) was started. The intravenous
infusion rate was adjusted throughout the procedure,
generally, to maintain the effect level of T1-25%
considered adequate for maintenance of neuromuscular
blockade during anesthesia.'® Although it was occasion-
ally necessary to make further adjustment in response to
surgical requirements, normal carbon dioxide levels were
maintained. The rocuronium infusion was discontinued at
the time of suturing the craniotomy incision. No anti-
convulsant agents were administered intraoperatively.

Microdialysis samples were collected every 3 hours
to allow recovery of sufficient rocuronium in each sample;
in the last 6 samples, however, the extraction time was
reduced to 1 hour to assess the ability of the system to
detect rocuronium within a clinically acceptable time.
Therefore, according to the interval between sampling,
180 uL. or 60 ul. samples were obtained, and stored at
—80°C until analysis. At the time of extraction of the
microdialysis samples, a SmL blood sample was drawn,
centrifuged at 10g to obtain 2mL plasma aliquots in each
sample, and then stored at — 80°C until analysis.

Heart rate, continuous arterial blood pressure,
central (esophageal thermometer) and peripheral tem-
perature (cutaneous thermometer), pulse oximeter oxygen
saturation, the T1-25%, all TOF responses, and the
Bispectral Index were automatically recorded, with a
resolution of 1 data point per second by means of the
software program S5-Collect (Datex Ohmeda, Helsinki,
Finland). These data were stored on a computer hard
drive for subsequent analysis. The doses of rocuronium
administered were also recorded at the end of the

operation (bolus, continuous infusion, and total amount
of rocuronium in both groups).

Determinations of Phenytoin and Rocuronium

Phenytoin concentrations were measured by en-
zyme-linked immunosorbent assay (Immulite 2500,
DPCorporation, Los Angeles, CA). Concentrations of
rocuronium in serum and dialysate were analyzed by
high-performance liquid chromatography and postcol-
umn ion-pair extraction with fluorometric detection.?’
The assay accuracy, expressed as the percentage of the
added amount recovered, was 5% over the range of 10
to 1000ng. The mean precision, as indicated by the
coefficients of variation, was 6.8% for rocuronium.

The actual concentration of rocuronium in muscle
was calculated from the concentration determined by
microdialysis within the muscle and the recovery capacity
of the system determined in vitro, according to the pump
flow rate and sampling time.

Statistical Analysis

The data are expressed as mean and SD. The Mann-
Whitney U test was used for the comparison of conti-
nuous variables between the study group and the con-
trol group. The SPSS statistical software package for
Windows (version 12.0, SPSS Inc, Chicago, IL) was used
for the analysis of data. Statistical significance was set at
P <0.05.

RESULTS
In Vitro Study

In vitro recovery rates of rocuronium are shown in
Table 1. A concentration of rocuronium of 250 pg/mL in
the solution resulted in recovery rates of 61%, 36%, and

TABLE 1. Rocuronium Concentrations, Ratios to Initial Concentration, and Flow Rates in the In Vitro Study

Sample  Initial (ng/mL)  Pump Flow (uL/min)  Assay 1 (ng/mL)  Assay 2 (ng/mL)  Average (ug/mL) Ratio  Mean Ratio SD
1 250 0.5 164.2 172.6 168.4 0.67 0.61 0.057
2 250 0.5 145.5 142.2 143.85 0.57
3 250 0.5 144 143.8 143.9 0.57
4 250 1 78.1 82.9 80.5 0.32 0.36 0.034
5 250 1 99 95.4 97.2 0.39
6 250 1 93.7 90.4 92.05 0.37
7 250 1.5 60.3 68.8 64.55 0.26 0.24 0.066
8 250 1.5 44.2 40.3 42.25 0.17
9 250 1.5 75.7 73 74.35 0.29

10 500 0.5 278.4 285.9 282.15 0.56 0.59 0.027

11 500 0.5 298.1 298.3 298.2 0.59

12 500 0.5 301.1 316.2 308.65 0.62

13 500 1 163.4 160.1 161.75 0.32 0.39 0.07

14 500 1 194.5 183.9 189.2 0.38

15 500 1 245.5 221.8 233.65 0.47

16 500 1.5 90.1 94.2 92.15 0.18 0.24 0.06

17 500 1.5 111.8 110.2 111 0.22

18 500 1.5 161.9 143.5 152.7 0.31

Initial indicates rocuronium in the solution; Assay 1 and Assay 2, rocuronium concentrations obtained in 2 replications of the experiment for each point of analysis;
Average, average of 2 replications of the assay; Ratio, recovery capacity of the system (mean/initial); Mean Ratio and SD, mean and SD of the 3 ratios for each of the 3

means for each flow rate.

© 2010 Lippincott Williams & Wilkins
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FIGURE 1. In the in vitro study measurements were made to
ascertain the ability of the system to recover rocuronium at
different flow rates and using 2 different drug concentrations.
A strong linear relationship was observed between the flow
rate and the recovery rate; the recovery rate fell as flow rate
increased and vice versa.

24% at 0.5, 1, and 1.5puL/min flow rates, respectively.
Almost identical results were obtained with a concentra-
tion of rocuronium of 500 pg/mL. The relationship bet-
ween the infusion flow rate and the extraction rate of the
drug is shown in Figure 1.

Clinical Study

Demographics, clinical data, duration of rocuro-
nium infusion, and surgery are reported in Table 2, there
were no significant differences between the 2 study
groups. Regarding mean central and peripheral tempera-
ture no differences were detected between both groups
of patients. Total proteins, albumin, and a-1-acid glyco-
protein levels were also similar (Table 3). The mean (SD)
phenytoin concentration was 10.4 mg/L (8.1).

The mean doses of rocuronium administered in
the initial bolus were 65mg (9.3) and 66.7 mg (12.2) for
phenytoin-treated patients and controls, respectively.
Infusion rates were significantly higher in the group
of patients treated with phenytoin [24.9 pg/kg/min
(6.5)] than in controls [14.2 ug/kg/min (2.6) (P < 0.001)]
(Fig. 2). There were no significant differences in plasma
concentrations of rocuronium between patients treated
with phenytoin [747.7ng/mL (812)] and patients in the
control group [808.9 ng/mL (525)].

Rocuronium was measured in 25 microdialysate
samples, 13 from phenytoin-treated patients and 12 from
controls. Owing to technical difficulties with the sampling,
it was not possible to detect rocuronium in dialysate
samples from 1 patient in the phenytoin group.

No rocuronium was detected in any of the 16
baseline samples. The concentrations of rocuronium that
reached the muscle were calculated, taking into con-
sideration the extraction fraction of the system, and
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TABLE 2. Demographic Characteristics of the Patients and Dosing

SD

(min)

PD

(min)

Infusion
(pg/kg/min)

Bolus

Concomitant

CPT

Height
@

Weight
(kg)

Age
(8))
48

(mg)

DXM Disease

(cm)
185

Sex

Male

Diagnosis

420
360
370
330
330
540
220
255
280
280
300
360
300
420

235
230
220
220

22.54
23.28
22.28

No

20
134
480

64
76
84
76
61

Tumor, left hemisphere

Suprasellar tumor

Yes Hypothyroidism

176

19
47

Male

No

184

Male

AV malformation, left temporal lobe

Tumor, right hemisphere
Tumor, right hemisphere

Giant left meningioma

25.63

No

17
7
360
360

180

47

Male

185

21.65

No

166

40

Female

170

19.56
40.46

No

159

52
62
74.5

77

Female

110

176 No

30
53
61

Female
Male

Tumor, right hemisphere
Tumor, right hemisphere
Tumor, left hemisphere

Tumor, left hemisphere

Tumor, right hemisphere
Tumor, right hemisphere
Tumor, right hemisphere
Tumor, interhemispheric

© 2010 Lippincott Williams & Wilkins

120
105
105

23.65

Yes

30

No

170
168

16.77
13.84
11.86

18.13

Yes

60
53.5

Female

No

156

48

Female
Male

150
75

Yes

No

182
165

92

35

Diabetes

No

65

76
55
61

Male

Male

135

13.93

No Yes

179
158

71

110

16.42

Hypertension, diabetes, 80

No

86 No

Female

depression

450
360
270

150
145

10.55

Hypertension

59 75 163 No No

38

Female

Tumor, posterior fossa
Tumor, pineal gland

11.46
14.75

52 162 No

87

Female

Male

130

No No

170

52

Tumor, left hemisphere

Total dose infused has been normalized to weight and averaged to the minutes of infusion duration.

AV indicates arteriovenous; CPT, chronic phenytoin therapy; DXM, dexamethasone treatment; PD, perfusion duration; SD, surgery duration.
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TABLE 3. Serum Concentrations

Treated With Phenytoin Controls

(n=28) =9
Total protein (g/L) 60.7 £ 4.9 619 £4.6
Albumin (g/L) 382+£3 39.2+£23
Alpha-1-acid glycoprotein 1.1 £0.8 0.8+0.2

(g/L)

found to be similar in the 2 study groups. The mean (SD)
concentrations of rocuronium in muscle were 304 ng/mL
(159) in controls and 203 ng/mL (116) (P = 0.08) (Fig. 3).
Rocuronium determination was feasible at both 3 and 1-
hour intervals between sampling. Concentrations of
rocuronium were also similar for the 3 and 1-hour
schedules [314.6ng/mL (137) vs. 229.2ng/mL (144.7)]
(P > 0.05).

A minor complication attributable to microdialysis
was recorded in only 1 patient, who developed a hematoma
in the thigh. The lesion resolved spontaneously.

DISCUSSION

This study shows that determination of interstitial
muscle concentrations of rocuronium in microdialysis
samples is a feasible technique. To our knowledge, this
type of measurement had only been carried out in animal
models.?! 23 Measurement of drugs at their site of action
is usually based on indirect estimation using mathe-
matical models (PK-PD models) whereas the present
work shows how it is possible to measure it directly in the

40 1
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FIGURE 2. Infused doses in the control and CPT groups. Black
dots correspond to the mean infusion rate for each individual
of the CPT group and white dots to the control group. The
thick black horizontal bar represents the average infusion rate.
Dosing is significantly different and higher in the CPT group
than in the control group (P<0.05). CPT indicates chronic
phenytoin therapy.
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FIGURE 3. Muscle concentrations of rocuronium in the
control and CPT groups. Black dots correspond to the muscle
concentrations for each individual of the CPT group and white
dots to the control group. The thick black horizontal bar
represents the average interstitial concentration of rocuro-
nium. No statistically significant differences in concentrations
of rocuronium in muscle were observed.

site. of drug effect, which can be useful for clinical
pharmacology studies.

To analyze the extraction rate of the system in
humans, it is first necessary to test the extraction of
rocuronium samples by microdialysis in vitro, as was
carried out in a dog model by Ezzine et al.>?> Although the
design of our study was similar to theirs, these authors
reported a rocuronium recovery rate of 83% at a flow rate
of 1 pL/min, which was much higher than the 40% found
in our study at the same flow rate. Differences in the
catheter they used (a 10mm long polyether sulfone
tubular membrane with a permeability cutoff of 35kda
and an outer diameter of 0.6mm) and the solution
(Ringer lactate) may account for the differences. In our in
vitro study, we also found that the recovery rate of
rocuronium remained almost unchanged and was inde-
pendent of the drug concentration in the dialysate and the
time interval between sampling. As expected, a low pump
infusion rate was associated with a higher recovery of
rocuronium than that observed with a high infusion rate.
Thus, the highest recovery rate (approximately 60%), was
recorded at the pump flow rate of 0.5 pL/min. However, a
flow rate of 1puL/min, with a recovery ratio of approxi-
mately 36%, was selected. The reason for this choice was
that, at half the pump flow rate, the time taken to collect a
sample with a detectable amount of drug would have been
so long that very few samples would have been collected
in each operation.

Ezzine and Varin?? tried to establish a relationship
between plasma and tissue drug concentrations using PK-
PD models. These authors concluded that concentrations
of free rocuronium in the muscle interstitial fluid were
equivalent to the concentrations predicted for peripheral
compartments by PK-PD models, although their model
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was based on data of dogs rather than humans. In this
study, it was not possible to establish a relationship
between plasma concentrations, tissue concentrations,
and effect because it was not possible to maintain a steady
perfusion lasting longer than 1 or 3 hours depending on
the microdialysis sampling. This was due to clinical
reasons because at some intervals during surgery a deeper
degree of blockade was required.

We were successful in measuring tissue concentra-
tions every hour; therefore, the shorter interval makes it
feasible to collect more samples in a steady-state condi-
tion during this kind of surgery. This finding means that
future studies can consider a design with more samples
in steady state, thus making it possible to establish
in humans the relationship that Ezzine et al*? reported in
the dog. Estimations provided by the in vitro model indi-
cated that muscle concentrations of rocuronium were very
close to the limits of detection of the system. For this
reason, higher infusion rates were not chosen. Although
the same microdialysate volume could have been obtained
in a shorter time, which would allow the collection of a
larger number of samples, rocuronium might not have
been detected in any of the samples due to a very low
concentration.

Differences between in vivo and in vitro results may
also be present as has been reported by other authors.
Ezzine et al?? suggested that differences between in vitro
and in vivo results may arise because changes in the
permeability of the microdialysis membrane may occur in
vivo and that such events are difficult to predict. De
Lange et al?! also emphasized that although changes in
the integrity of the membrane tend to be minimal, these
changes can occur.

Measurement of concentrations of neuromuscular
blocking agents in muscle provides a novel approach to
study the clinical problem of patients on chronic treatment
with phenytoin who require considerably higher doses of
rocuronium to achieve the same effect. This requirement
has been reported by other authors,>!%1417-2429 g]lthough
muscle rocuronium concentrations have not been pre-
viously examined. In this study, we found that phenytoin-
treated patients required significantly higher infusion rates
of rocuronium to achieve interstitial muscle drug con-
centrations that were similar to those found in controls,
supporting the hypothesis that PK changes, rather than
changes at the receptor level may be responsible for the
increased rocuronium requirement in these patients.

Several authors consider that chronic administration
of phenytoin with respect to “resistance” to the effects of
neuromuscular blocking agents (NMBA) can be defined
when patients are in phenytoin treatment for at least one
week. This was our inclusion criteria. At the time the study
was performed we had only the blood sample drawn but not
the actual levels of phenytoin, so we could not assess how
well patients were into the recommended therapeutic range.
In any case all of them were at least in 7 day phenytoin
therapy. In contrast, the therapeutic range for phenytoin in
adults is 10 to 20 mg/L. In our patients the phenytoin levels
was 10.4mg/L (8.1).
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The influence of corticoid therapy in the effects of
NMBA has also been demonstrated. It has been described
that even severe syndromes like the acute quadriplegic
myopathy,3%-3! can be caused by the combination of both
drugs although it is more obvious when NMBA is
administered for several days and the doses of corticos-
teroids are high. Even though some patients where under
dexamethasone treatment in our case it was not possible
to detect any complication that could be attributed to the
combination of corticosteroids and NMBA.

The present findings, however, should be inter-
preted taking into consideration some limitations of the
study, including the small number of patients in the study
and the fact that microdialysate samples were collected at
2 different time intervals (1 and 3 h). Moreover, collection
of samples in a situation of equilibrium between plasma
and biophase was not always possible because of difficulties
inherent to anesthetic practice during surgery. On top of
this tissue concentrations of rocuronium are very small and
close to the limit of detection of the quantification techni-
que which might add some variability to the measures of
rocuronium in microdialysate.

In conclusion, quantification of drug concentrations
in muscle by means of microdialysis is technically feasible
in the clinical setting and it might help in studying phar-
macologic mechanisms of drug action in real patients. On
the basis of our results the decrease in the degree of effect
of rocuronium in the presence of chronic phenytoin
therapy might seem to be due mainly to a PK mechanism
in agreement with our previous findings.'?
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En el trabajo que presentamos, hemos podido establecer una relacion entre las
dosis administradas, las concentraciones de farmaco a nivel plasmatico y el efecto que
ejerce el bromuro de rocuronio utilizando para ello la aproximaciéon poblacional
mediante andlisis no linear de efectos mixtos (NONMEM). Este tipo de aproximacion
es compleja,”” pero supone un método mucho mas logico, ademas de contrastado y
fiable ya que no estudia a cada individuo de forma “aislada” sino lo tiene en cuenta
englobado en el conjunto de la poblacion. De esta forma es posible determinar el valor
“real”, el que corresponderia a la poblacion, de cada uno de los pardmetros que definen
el modelo asi como una estimacion de la variabilidad (interindividual o intraindividual)
y la identificacion de los factores que puedan contribuir a dicha variabilidad."'

En la literatura existen multiples trabajos que estudian el PK y/o PD del bromuro
de rocuronio. De todos ellos, hemos seleccionado los que hemos considerado mas
representativos para poder establecer una comparacién con nuestros resultados (Tabla
9). Hemos descartado estudios donde el objetivo principal era determinar la PK, como
por ejemplo, Szenohradszky et al'®, McCoy et al®, Cooper et al'®’, Khuenl-Brady et

191,192 Iy . .
al”"77... También hemos descartado los estudios en que los pacientes se encontraban

81,193,194 . 195
77" como en ancianos ~, para poder

en los extremos de edad, tanto en nifios
establecer la comparacion entre adultos (franja de edad similar). También, para tratar de
unificar en lo posible las caracteristicas demograficas de los pacientes, hemos excluido
los pacientes que se encontraban en una unidad de cuidados intensivos."”” Como se
puede apreciar en las tablas 1 y 2 del primero de los trabajos que presentamos, no
existen diferencias significativas en cuanto a la demografia ni los factores covariables

. 179
estudiados en nuestra muestra.!’

Por ultimo, de entre los articulos restantes, hemos
seleccionado los que presentaban mas similitudes con nuestro trabajo, y a ser posible, si

presentaban una aproximacion poblacional sobre este tema.
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Fernandez- Kuipers Plaud van Miert Dragne Dragne
Candil et al'¥’ et a1V’ et al'® et al% et al®
et al'”
Aiio de 2008 2001 1995 1997 2002 2002
publicacién
Numero de
pacientes 21 15 8 38 10 10
estudiados
Tipo de
anestesia v v v Balanceada v Inhalatoria
(hipnético (Propofol) (Propofol) (Propofol) (pentotal e (Propofol) | (Isoflurano)
empleado) isoflurano)
BOlllS de BNM 3'DE95 1'DE95 Infusi(')n Sill 2'DE95 17DE95 17DE95
bolus
Monitorizaciéon EMG AMG AMG EMG MMG MMG
del BNM
Analisis de Programa Programa Programa Programa Programa Programa
datos NONMEM SAAMII MultiFit NONMEM | WinNonlin | WinNonlin
Parametros PK
Vi (L) 4,04 6,76 3,92 3,28 2,66 2,45
V, (L) 5,34 3,73 16,06 4,70 5,10 3,99
V; (L) 4,93 7,50 6,52 6,65
Cly (L-min'l) 0,26 0,5 0,68 0,26 0,31 0,29
Cl, (L-min'l) 0,36 0,43 0,39 0,61 0,54 0,74
Cly (L-min'l) 0,04 0,08 0,07 0,08
Keo 0,07 0,24 0,17 0,16 0,14 0,09
Parametros PD
Ceso (ng'mL'l) 836 684 823 1030 1008 592
Y (gamma) 3,13 8,96 4,79 5,37 4,43 4,04
Inicio accion
T pico (min) 11,23 6,09 4,72 5,96 5,44 9,16
Tiempo hasta el
90% del efecto 3,20 0,67 0,88 0,93 0,93 0,82
(min)
Duracion 25 50 37 18 40 34 57
(min)
Indice de
recuperacion 31 6 5 15 16 18
(min)

Tabla 9: Articulos publicados mas representativos de los modelos PKPD del rocuronio

en adultos.
iv = anestesia intravenosa; DEgs= Dosis eficaz 95: Es la dosis necesaria para producir un efecto

determinado en el 95% de la poblacién.8 En el caso de los BNM se considera que 2 DEy; es la dosis
necesaria para producir la relajacion de las estructuras anatdmicas y permitir una adecuada intubacion
traqueal siempre que el tiempo sea también el adecuado.'® Onset: Tiempo de bloqueo maximo;
min=minutos, EMG=Electromiografia; AMG=Aceleromiografia, MM G=Mecanomiografia;
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Como se desprende de la tabla anterior, la distribucién del bromuro de rocuronio
se explica de forma adecuada mediante un modelo tricompartimental cuyos parametros
PK estan de acuerdo con los del resto de autores. Sin embargo, en relacién a los
pardmetros PD, existen algunas discrepancias con los valores reportados en otros
articulos. Esta discrepancia resulta muy evidente en las cifras de keo. Una k¢ alargada
supone un inicio de accidn, duracién y recuperacion mas prolongadas. Existen multiples
razones que pueden explicar las variaciones en torno a esta constante, como son

diferencias que pudieran existir en algunos de los siguientes puntos:

- Método de adquisicion de la sefial.
- Sistema de registro del efecto (EMG vs AMG)
- Pardmetro de monitorizaciéon neuromuscular usado para el modelo PD (T1%,
TOF%,...)
- Temperatura corporal mantenida durante el procedimiento quirdrgico.
- Disefio del estudio, especialmente:
o Me¢étodo de administracioén del farmaco (bolus, infusién continua constante o
variable o combinacion de ambas)
o Momento de la anestesia escogido para estudiar el efecto (induccidn,
mantenimiento...).

- Papel del bolus inicial.

Este ultimo punto merece una mencién especial ya que en nuestro trabajo, los
pacientes recibieron un bolus inicial de gran magnitud (3-EDyse,,) debido a tres motivos
fundamentalmente:

- Requerimientos clinicos relacionados con el bloqueo neuromuscular en pacientes
sometidos a cirugia cerebral. Se trata de pacientes en los que la inmovilidad es
crucial durante todo el procedimiento anestésico y quirtirgico. Ademas, en muchos
de ellos es importante el concepto de “craneo relajado”, especialmente en casos en
los que la presion intracraneal se halla en cifras limite.

- Amplia descripcion en la literatura de que los pacientes en tratamiento con
antiepilépticos tienen mayor riesgo de bloqueo insuficiente durante la induccidn,

debido a una mayor eliminacién del BNM.
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- Sensibilidad diferente al efecto de los BNM en funcién del grupo muscular donde se
realiza la monitorizacion. Asi, el T1% medido en el musculo adductor del pulgar
puede alcanzar un efecto del 100%, mientras que a nivel de los musculos laringeos
el nivel no alcanza el 90% del mismo y ademas lo hace durante un periodo de

tiempo significativamente menor que el adductor del pulgar.

Un bolus de gran magnitud puede aumentar el sesgo y la variabilidad en la
estimacion de la ke, ya que incrementa el tiempo en que no se detecta respuesta, de
forma que se obtienen menos datos durante esta fase que relacionen concentraciones
plasmaticas y efecto. Por otro lado, existen una serie de publicaciones que muestran una
relacion inversamente proporcional entre la dosis administrada y la keo. Bergeron et al'*®
estudiaron el PKPD del cisatracurio usando tres dosis distintas para el bolus.
Encontraron que habia una relacion directa entre la dosis y la Ceso ademas de la ya

. . 19
mencionada relacion inversa con la k.. Chen et al 7

encontraron resultados muy
similares en animales, para el efecto del mismo BNM. Posiblemente sean necesarios
mas estudios en este sentido y concretamente algunos centrados en el bromuro de
rocuronio, pero parece muy factible que la forma de administrar el bolus del BNM
puede afectar a su efecto.

Por otro lado el uso de un modelo sigmoidal En,x podria no ser el adecuado para
modelar aquellos datos en los que el efecto supramaximo es alcanzado ya que el 100%
del efecto real podria no corresponder con el medido. Cuando se administra un bolus
suficientemente grande, la medicion del efecto es 0 durante un tiempo, aunque no es
posible precisar mediante el TOF cual es la intensidad exacta del efecto.

Por todos estos motivos, se ha de ser muy cauto a la hora de extrapolar los datos
obtenidos mediante nuestro modelo para poder establecer comparaciones con otros
trabajos o incluso con la practica clinica habitual, donde generalmente se utilizan
2-EDysy, ya que suele ser una dosis suficiente para conseguir buenas condiciones de
intubacion traqueal en la mayoria de los casos.'*De todas formas, lo que si parece
razonable, es comparar estos datos con otros trabajos en los que el bolus sea de una
magnitud similar, y por supuesto, es posible comparar el grupo con TCF y el control en
el trabajo que presentamos,'” dado que ambos grupos recibieron un bolus de 3-EDoss,.

Estas discrepancias encontradas para la ke entre los diferentes autores, no
aparecen en los valores de la Ccso, es decir, la estimacion de la potencia del bromuro de

: . 138,14
rocuronio es consistente con la reportada por otros autores.">*'*’
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De cara a la realizacion de nuevos estudios similares en un futuro, parece
recomendable utilizar un bolus estandar (2-EDyse,), ya que a pesar de la obtencion de
condiciones Optimas para este tipo de pacientes con un bolus de mayor magnitud,
resulta mas complicado comparar con otros trabajos existentes en la literatura y con la
practica habitual. La construccion de modelos PKPD mediante aproximacion
poblacional parece la mds indicada segun la bibliografia existente, a pesar de las
dificultades que entrafia su aplicacion, motivo por el cual recomendamos su uso en los

trabajos sucesivos en este ambito.

Se ha podido caracterizar la influencia del TCF sobre el PKPD del rocuronio. De
esta forma se ha podido dar respuesta a la hipotesis de nuestro trabajo: la resistencia a
los efectos BNM del bromuro de rocuronio en pacientes tratados de forma cronica
con fenitoina se debe a mecanismos farmacocinéticos y no farmacodinamicos.

En el primer estudio que presentamos'”, se demuestra que los pacientes bajo
TCF requieren una dosis significativamente mayor de rocuronio para mantener un nivel
adecuado de efecto BNM. Se ha utilizado la aproximacién de modelos poblacionales
PKPD para explorar a qué nivel (PK y/o PD) afecta la TCF sobre el bloqueo
neuromuscular del rocuronio y hemos demostrado que de todas las covariables
estudiadas, la Unica que se ha mostrado estadisticamente significativa ha sido la TCF
expresada como variable cualitativa (presencia o ausencia de TCF), incrementandose en
su presencia el valor del Cl; de 0,25 a 0,75 L-min”". Este hallazgo tiene relevancia
clinica ya que, aunque este fendmeno de resistencia era conocido en la literatura,'%*'**
es la primera vez que se confirma el nivel de la interaccidon entre el bromuro de
rocuronio y la fenitoina desde una aproximacion poblacional.

Como ya se ha comentado, esta interaccion entre anticomiciales y BNM, es
compatible con el conocimiento clinico y los trabajos de otros autores (véase Tabla 6 en
el apartado 2.3). Lo que no esta todavia aclarado es el nivel en el cual se produce dicha
interaccion. La interaccion a nivel PK debida al incremento del metabolismo hepético y
aclaramiento por induccidén enzimatica que produce el anticomicial, parece clara al estar
avalada por multiples publicaciones para diferentes BNM**''*'2%128 v alounas mas
concretamente para el bromuro de rocuronio, incluyendo la nuestra,''*"'”

Sobre el resto de los mecanismos que tratan de explicar dicha interaccidn existe

una mayor discrepancia en la literatura. En relacion al incremento de la union a

proteinas por parte del BNM y que daria como resultado una disminucién de la fraccion
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libre de farmaco, se ha de resaltar que algunos autores han hallado correlacion entre la
TCF y los niveles de AAG'™. En nuestro caso, no se ha demostrado tal correlacién con
las concentraciones de fenitoina ni con la duracién de TCF, coincidiendo con lo
reportado por otros autores.'0710%111198

En relacion al mecanismo PD (cambios directos a nivel del receptor), también
hay autores que muestran resultados en ambos sentidos. Wright et al’’ han demostrado

120 .
1'*" no pudieron

el efecto de la TCF sobre la C.so del vecuronio, sin embargo Alloul et a
detectar cambios en la potencia del mismo BNM en presencia de carbamazepina.
Previamente a nuestra publicacion, no se ha reportado ninguna referencia a la afectacion
de la TCF sobre la potencia del bromuro de rocuronio. De acuerdo con nuestros
resultados, ni la TCF ni ninguna otra covariable afecta a la potencia del rocuronio. Tal
vez sean necesarios mas estudios en este sentido para tratar de aclarar el papel que
juegan los anticomiciales a nivel del RnAch.

Con la idea de poder aplicar en la practica diaria los resultados obtenidos en este
tipo de estudios con modelos PKPD, tal y como hemos realizado en nuestro trabajo,'”
recomendamos la realizacion de simulaciones (en nuestro caso realizadas con el
programa PKPDTools For Excel) que permitan comparar de forma relativamente
sencilla los indicadores clinicos més representativos (“Clinically Relevant Endpoints™)
en los diferentes grupos de pacientes. En primer lugar se han de definir los que se
consideran mas apropiados para describir el curso del efecto del farmaco a estudiar para
posteriormente poder aplicar los datos obtenidos del modelo. En nuestro caso, los
indicadores seleccionados fueron los siguientes (véanse definiciones en el apartado

2.243)):

* Indicadores relacionados con el inicio del efecto:
o Tloy%: Dosis-dependiente (a mayor dosis, menor T1¢e,).
o Tpg (time to “Peak Effect”): Dosis-independiente.56

¢ Indicadores relacionados con la duracion y la recuperacion del efecto:
o “Duration T1;50,”

o “Offset T1s504-759"

Las graficas que representan el curso temporal del efecto tras un bolus 3-EDgs
para un paciente tipico de 70 Kg, con y sin TCF muestran de forma visual las

diferencias en ambos casos (véase pagina 805 de nuestro primer trabajo).
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En dicha grafica se puede observar la influencia de la TCF sobre el bolus de
rocuronio ya que en el caso de TCF se tarda mas tiempo en alcanzar el efecto deseado.
El hecho de que se produzca un incremento en el CI; en los sujetos con TCF hace que
haya menos farmaco disponible para alcanzar la biofase y el efecto es menos intenso y
con menor duracidén (recuperacion mas rapida). Por este motivo, el Tpg, un indicador
dosis independiente del inicio del efecto, indica un tiempo inferior para alcanzar el
efecto maximo en el grupo TCF. Las simulaciones realizadas permiten establecer
comparaciones entre el grupo TCF y control, pero deben tomarse con una cierta
precaucion pues nuestras estimaciones de keo parecen ser dependientes de la dosis

administrada asi que nuestros resultados podrian ser s6lo validos con dosis similares.

Estas simulaciones suponen otra forma de mostrar, mas graficamente en este
caso, que los pacientes sometidos a TCF tienen una duracion del efecto mas corta y, por
tanto, una recuperacion mas rapida del efecto BNM, o dicho de otra forma, para

mantener el mismo efecto, han de incrementarse las dosis.

Sobre el segundo trabajo que presentamos,'*®

se ha de destacar que hemos
podido detectar y cuantificar bromuro de rocuronio en el intersticio muscular, muy
cercano a su lugar de efecto mediante la técnica de la microdidlisis, lo que sin duda,
abre la posibilidad a un abordaje novedoso en la relacion del efecto y la concentracion
en biofase. Es la primera vez que se realiza este tipo de cuantificacién en humanos, ya
que en la literatura existen unicamente dos trabajos realizados en perros.'®*'%

Una aplicacion practica de la deteccion de bromuro de rocuronio en el musculo
humano ha sido el confirmar los resultados obtenidos en nuestro trabajo previo, aunque
desde un punto de vista completamente distinto al que nos ofrecen los modelos tedricos
matematicos. En nuestro segundo trabajo, hemos conseguido demostrar con una
medicion directa gracias a la microdidlisis, que los pacientes sometidos a TCF presentan
concentraciones titulares similares de rocuronio pero a expensas de precisar dosis
significativamente superiores. La medicion de rocuronio en un lugar muy cercano a la
biofase proporciona una nueva aproximacidon de cara a resolver porqué sucede este

fenémeno, ya que parece confirmarse la teoria de que las modificaciones se producen a

nivel PK, es decir, llega menos farmaco al lugar de accion.
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En relacién a la interaccion entre el bromuro de rocuronio y la fenitoina, no es
posible comparar nuestro estudio con ninguno previo, puesto que a pesar de que este
fenomeno ha sido muy estudiado (tal y como se ha descrito con anterioridad a lo largo
de esta tesis doctoral), ningiin autor ha empleado la técnica de la microdialisis para
tratar de discernir cudl es la causa de la influencia de la TCF sobre la resistencia a los
efectos del bromuro de rocuronio.

De cara al planteamiento de nuevos trabajos en los que se utilice la técnica de la
microdialisis para tratar la interaccion entre farmacos, se ha de tener en cuenta que es
muy importante determinar con exactitud el lugar de posicionamiento de la sonda. Con
la finalidad de poder obtener resultados tiles, la situacidn ideal para recoger la muestra
deberia ser lo mas préxima posible al lugar donde el farmaco ejerce su accion, cosa que
limita el tipo de medicamentos a estudiar, ya que no siempre es posible tener un acceso
relativamente sencillo a cualquier tejido. En este sentido, los BNM son farmacos casi
ideales ya que el acceso al tejido muscular es bastante sencillo a pesar de las
dificultades que entrafia un montaje clinico en un quiréfano con pacientes reales. En
nuestro caso, utilizamos la ecografia para asegurar el correcto posicionamiento del
catéter. Recomendamos la utilizacion de ésta o cualquier otra técnica para verificar que
la posicion del mismo es Optima ya que de ello dependera en gran medida que las
conclusiones obtenidas sean adecuadas.

Por ultimo, y también en referencia a la interaccidn entre fdrmacos, es necesario
comentar la posible influencia que pueden ejercer los corticoides sobre los BNM ya que
en nuestro caso no fueron criterio de exclusion. Esta bien descrita la relacion entre el
uso de BNM durante un periodo prolongado de tiempo asociado a dosis altas de
corticoides y la aparicién de sindromes como la miopatia cuadriplégica aguda.'”® En
nuestro caso, ni el uso de corticoides fue a dosis elevadas, ni la administracion de BNM
se hizo durante un periodo prolongado (sino que fue limitado a la duracion de la
intervencidn). No se detectd ninguna complicacion atribuible al uso conjunto de BNM y

corticoides.

El ultimo objetivo planteado en nuestro trabajo consistia en validar el concepto
de biofase para el bromuro de rocuronio en humanos. En este caso, dicho concepto no
ha podido validarse, fundamentalmente debido a las dificultades derivadas de la
aplicacion de la técnica en intervenciones quirdrgicas en pacientes. Para poder

establecer una relacién adecuada entre las predicciones realizadas mediante modelos
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PKPD y las mediciones directamente conseguidas mediante la técnica de la
microdialisis, resulta como condicion indispensable conseguir un estado de equilibrio
(“Steady State™). A diferencia de la cuantificacion de las concentraciones plasmaticas de
farmaco, las concentraciones en tejido no reflejan la concentracion en un momento
puntual, sino que representan la concentraciéon en un periodo de tiempo de mayor o
menor magnitud. Debido a la esencia misma de la técnica, la muestra recogida en un
microvial se corresponde a la media de la concentracién tisular durante todo el tiempo
que transcurre entre la recogida de muestras, que en nuestro caso fue de 1 o 3 horas. La
velocidad a la que infundia la bomba (uL-min™), requeria estos tiempos de recogida
para garantizar la obtencion de una muestra suficiente. Mantener un estado de equilibrio
durante 1 hora (y mucho menos 3 horas) durante una craneotomia con humanos resulta
muy complejo, ya que la relajacion muscular, al igual que el resto de componentes de la
anestesia, se han de ir adecuando a las necesidades del procedimiento.

Ezzine et al'®, realizando un disefio similar al nuestro pero utilizando perros, si
que consiguen establecer una relacién entre las concentraciones reales obtenidas
mediante microdialisis y las calculadas mediante los modelos PKPD. Parece obvio que
en un disefio con animales no sujetos a las necesidades de una intervencidon
neuroquirargica, resulta mas factible conseguir un estado de equilibrio de la suficiente
magnitud como para permitir recoger una muestra de microdializado en un determinado
tiempo (40 minutos en su caso) y que €sta se corresponda con un efecto constante
durante todo ese tiempo. Reproducir esta situacion en la realidad del quiréfano con

. . . . 164
pacientes resulta mucho maés complejo. Ezzine et al

concluyen que las
concentraciones de rocuronio libre medidas en el fluido intersticial muscular en
condiciones de equilibrio son equivalentes a las predichas para el compartimento del
efecto a partir de los modelos PKPD. Este tipo de validaciéon del compartimento del
efecto para el rocuronio todavia no ha podido realizarse en humanos, probablemente por
las dificultades descritas anteriormente. Para poder resolver el handicap de que las
muestras de microdializado deben ser extraidas en “Steady State” y es dificil mantener
¢ste durante mucho tiempo en la realidad clinica con pacientes, podrian sugerirse dos
cosas. La primera no depende estrictamente del disefio del estudio pues seria mejorar la
técnica de cuantificacion del farmaco, de forma que fuera necesaria una menor masa de
farmaco para ser detectada con garantias. La segunda consistiria en conseguir esta

deteccidon con un menor tiempo entre muestras, lo que conllevaria asociado, un menor

tiempo en el que se ha de mantener el “Steady State”. En este sentido, resulta relevante
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el que hayamos podido conseguir detectar rocuronio en el musculo humano cada hora,
ya que permite ser optimista en cuanto a que tal vez sea posible acortar los intervalos de
extraccion entre muestras en pacientes.

En los trabajos presentados por Ezzine et al1o4165

, igual que en nuestro caso, ha
sido necesaria la realizacion previa de estudios “In Vitro” para tratar de ajustar la
velocidad de la bomba de microdidlisis y el tiempo de extraccion de muestras en
funcion de la capacidad de recuperacion del sistema calculada en los experimentos de
laboratorio. Estos autores describen un disefio similar aunque con algunas diferencias
derivadas de su disefio en perros. La diferencia fundamental se basa en la capacidad de
recuperacién del sistema a 1 pL-min” (83% en su caso y 40% en el nuestro). Existen
algunas posibles explicaciones a esta discrepancia. Las mas importantes hacen
referencia a las diferencias en el material de microdialisis empleado (caracteristicas del
catéter, solucion de infusion...) y a las diferencias existentes entre perros y humanos

(concentracion de proteinas plasmaticas, fraccion libre del farmaco...) y se describen en

la Tabla 10:
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CARACTERISTICAS EZZINE FERNANDEZ-CANDIL
DEL ESTUDIO ET AL'® ET AL'
Aifio de publicacion 2004 2010
Sujetos a estudio Animales (perros) Humanos
Numero de
sujetos 8 17
a estudio
Tipo de anestesia v v
(hipnético empleado) (pentotal) (propofol)

Material de microdialisis

Caracteristicas del

Catéter

Membrana tubular de
poliéter sulfona, de 10 mm
de largo, didmetro exterior

de 0.6mm y con “cutoff” de

Membrana de poliamida,
de 30 mm de largo,
didmetro exterior de 0.6mm

y con “cutoff” de 20 KDa.

35 KDa.
Solucidén de infusion Ringer bicarbonato Suero Fisioldgico
modificado
Tasa de rocuronio
unido a proteinas 42 25°%
“In Vitro” (%)
Tasa de recuperacion de
rocuronio &3 40

al uL-min'1 (%)

Tabla 10. Diferencias principales entre los dos trabajos mas representativos de

determinacién de bromuro de rocuronio a nivel tisular mediante microdialisis.
“cutoff”: tamafio de corte del poro (determina la permeabilidad de la sonda al paso de solutos)

1v = anestesia intravenosa.
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Ademas de todas las diferencias ya mencionadas entre ambos trabajos se ha de
destacar que también pueden existir diferencias entre los modelos “In Vitro” e “In
Vivo”, es decir, que aunque se reproduzca el sistema en el laboratorio para poder
preveer de qué forma se producird la recuperacion del bromuro de rocuronio a través de
la sonda de microdidlisis, es posible que existan pequefias variaciones relacionadas con
la colocacién del sistema en un organismo vivo. Todavia se desconoce el papel exacto
que desempefian estas variaciones y la magnitud del mismo, pero tal y como reconocen
diversos autores parece estar relacionado con los puntos siguientes:

o Cambios en la permeabilidad e integridad de la membrana de microdialisis

que suceden “In Vivo” y que son dificiles de predecir.'®'%’

o Recuperacion de la puncion: Como se comenta en el apartado de Material y
Meétodos de nuestro segundo trabajo, se descartaban las punciones en las que
se producia sangrado. Si esto sucedia, se volvia a realizar la puncidon en un
lugar alejado. Asimismo, la inyeccidén de anestésico local era tinicamente de
I mL de lidocaina, para tratar de evitar distorsiones en la anatomia local.

o Paso de rocuronio a la célula: Tiene poca importancia debido a que la
distribucion de rocuronio esta practicamente limitada al espacio extracelular
ya que su permeabilidad celular es muy baja.'®*

En cualquier caso, la cuantificacion de fairmaco en un lugar muy cercano a su
biofase es de gran importancia, pues permite establecer un abordaje nuevo en la correcta
dosificacion farmacologica. En la actualidad, la mayor parte de las dosis recomendadas
se basan en las concentraciones plasmaticas y mediante la microdidlisis seria posible
hacer esta recomendacion en base a la concentracién en biofase. Sin embargo, esta
peculiar aproximacion no siempre es viable, ya que conlleva asociadas una serie de
limitaciones, como por ejemplo la ya comentada sobre la extraccidon de muestras
durante el “Steady State” como condicidn indispensable para establecer una relacion
adecuada con la informacion obtenida mediante los modelos PKPD. También se han de
remarcar las consideraciones econdmicas y las derivadas del correcto aprendizaje y
manejo de la técnica de la microdialisis, asi como del analisis de las muestras obtenidas.
Se trata de una técnica que requiere unas bases para su correcta aplicacion (véase
apartados 2.4.2. y 4.2.3.) y que depende de los escasos centros a nivel mundial
necesarios para cuantificar el rocuronio. Esto repercute, sin duda, en el nimero de
muestras con las que es factible trabajar. Todas las limitaciones mencionadas dificultan

la aplicacién de la microdidlisis a la realidad del quir6fano de una forma rutinaria.
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Conclusiones

Hemos definido la relacién entre dosis, concentracion y efecto de bloqueo

neuromuscular inducido por el bromuro de rocuronio mediante modelos PKPD.

Mecanismos exclusivamente farmacocinéticos pueden explicar los mayores
requerimientos de bromuro de rocuronio en pacientes tratados de forma crénica
con fenitoina ya que la terapia cronica con fenitoina triplica el valor del
aclaramiento metabdlico de rocuronio. La confirmacién de nuestra hipotesis
queda respaldada por los resultados obtenidos en ambos trabajos, es decir,

mediante modelos PKPD y microdidlisis.

La deteccidon de bromuro de rocuronio en el musculo humano es posible gracias a

la técnica de la microdialisis.

Las concentraciones musculares de bromuro de rocuronio son similares en ambos
grupos de tratamiento a expensas de dosis significativamente superiores en el

grupo de pacientes en tratamiento cronico con fenitoina.
No hemos podido validar el concepto de biofase o compartimento del efecto para

el rocuronio debido a las dificultades que entrafia el alcanzar un estado de

equilibrio mantenido en los pacientes sometidos a cirugia cerebral.
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