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Harold Tvedten®, Ulrika Falken&?, Carl Ekstrand?, Carina Ingvast Larsson® o Inger Lilliehdok?

Inst for Kliniska Vetenskaper, 2Klinisk kemiska laboratoriet, UDS, 3 Inst fér biomedicin och
folkhalsovetenskap, Sveriges Lantbruksuniversitet, Uppsala.

Bakgrund

Glukokortikoidbehandling av hastar ar valdigt vanlig och ges ofta "symptomatiskt" vilket
innebar att behandling satts in mot symptom som inflammation, smarta och feber. Detta
hénder ofta innan en fast diagnos ar stélld. Blodprover ingar i de flesta medicinska utredningar
pa sjuka hastar. Eftersom kortiosonbehandling paverkar patienten pa olika satt som i sin tur kan
paverka blodprovresultat, innebér att det kan blir svarare att stélla en korrekt diagnos om man
inte vet vilka fordndringar som beror pa kortisonet.

Syntetiska glukokortikoider anvands som behandling framférallt vid inflammatoriska och
immunmedierade sjukdomar. Utéver de effekter som glukokortikoiderna har pa inflammation
och immunsystemet har de dven en rad biverkningar till foljd av deras metabola egenskaper. De
stimulerar till nedbrytning av fett och proteiner samt 6kad glukoneogenes och leder till minskad
muskelmassa, minskad benmassa, 6kat blodglukos, minskad perifer anvandning av glukos och
okad glykogeninlagring i levern. Detta gor att manga metabola parametrar paverkas av
behandling med glukokortikoider. Det ar viktigt att vi forstar hur dexametason och andra
glukokortikoider paverkar biokemiska parametrar och pa vilket satt man ska ta hansyn till det i
tolkning av provsvar. Det finns bara nagra fa tidigare studier pa hast som beskriver effekt av
dexametason pa glukos/fettmetabolism (Abraham et al. 2011, Tiley et al. 2007) respektive
elektrolyter/mineraler (Eiler et al 1979, Smith et al. 1986).

Med tanke pa antidopningsarbetet inom hastsporten séker vi dessutom efter ytterligare
biomarkorer i syfte att korrelera plasmakoncentrationen av dexametason till effekten (sa kallad
kvantitativ farmakokinetik/farmakodynamik). Mer kunskap inom det omradet kan ge ytterligare
vetenskapligt stod till antidopningsarbetet, samt underldtta optimal dosering av dexametason
for den kliniska anvandningen och minska bieffekter. For att glukokortikoider dven
fortsattningsvis (trots 6kad analyskanslighet vid dopningskontroll-laboratorierna) ska kunna
anvandas inom hastsporten utan risk att for dopningsmisstankar vid pavisande av
restsubstanser fran adekvat lakemedelsbehandling, krédvs studier for att kunna faststalla
rapporteringsnivaer (nivaer av lakemedel i plasma som har en vetenskaplig dokumentation till
grund for att sdkerstalla att koncentrationer under rapporteringsnivan inte utovar effekt pa



hasten). Detta ar ett krav framforallt med tanke pa att vara sporthdstar maste kunna erbjudas
adekvat behandling vid sjukdom utan att sdkerheten vid tavlingar dventyras. Veterinarer,
trdnare och ryttare maste vara trygga i att den karenstid som anvisas efter behandling av hastar
med glukokortikoider ar tillrdcklig. Vetenskapligt baserade rapporteringsnivaer har potential att
garantera att koncentrationer av glukokortikoider under gransen inte utévar farmakologiska
effekter som paverkar hastens prestation.

Glukokortikoider som anvands i rutinarbetet pa en klinik har effekter pa biokemiska parametrar
som eventuellt kan anvandas i den kliniska situationen. Ifall de plasmakoncentrationer som
driver férandringarna av biokemiska variabler ar jamférbara med de som driver de terapeutiska
effekterna ar forandringarna av de biokemiska variablerna anvdandbara som ett matt pa
effektiva plasmakoncentrationer och darmed korrekt dosering. Ofta ar det en ganska lang
latenstid vid behandling med glukokortikoider dvs. det ar sadllan som behandlingsresultatet
direkt kan observeras. Det innebar att det &r svart att faststédlla om lakemedlet administrerats i
adekvata doser. Genom att da anvanda biokemiska biomarkérer for lakemedlets effekt kan
behandlingen optimeras dvs. effektiva doser och minskad risk for oonskade bieffekter. Samtliga
ovanstdende anvandningsomraden har betydelse for djurvalfarden.

Syfte med studien

Vi analyserade 23 biokemiska blodanalyser i prover tagna vid tva tidigare studier dar hastar
behandlats med dexametason. | delstudie 1 gavs intravenos infusion av dexametason i tre olika
koncentrationer utéver placebo och i delstudie 2 gavs intramuskular injektion med
dexametason-21-isonikotinat (Vorenvet vet® injv Img/ml).

Det finns flera syften med att f6lja biokemiska parametrar hos dessa hastar behandlade med
dexametason:

1. For att battre forsta biologiska effekter hos hastar som behandlats med dexametason ville vi
undersdka hur olika biokemiska variabler som beskriver férandringar i metabolism, lever, njure,
elektrolytbalansen, mineralernivaerna paverkas efter behandling med dexametason.

2. For att en behandlande veterinar skall kunna tolka blodprovsresultat korrekt for diagnos eller
prognos maste effekten av de givna ldakemedlen vara kdnda. Analys av biokemiska blodvariabler
ar viktigt for diagnos, prognos och bedémning av respons till behandling. Manga sjuka héastar
behandlas med glukokortikoider (t. ex dexametason), sa ett syfte &dr att undersdka hur
dexametasonbehandling paverkar blodprovresultat (klinisk kemiska analyser). Dessa resultat
kan ge information till hastkliniker om hur blodprovsresultat fran hastar under behandling ska
tolkas for att undvika felbedémningar.

3. Dessutom soker vi efter ytterligare biomarkorer i syfte ge ytterligare kunskap som kan
anvandas i antidopningsarbetet inom hastsporten. Bra dokumentation 6ver vilka
plasmakoncentrationer som driver effekter som kan tankas paverka hastens prestation ar
grunden till rapporteringsnivaer inom héastsporten och ar dven ett fundament for att faststalla



en rimlig och sdker karenstid vilket ar betydelsefullt for djurvélfarden, samt optimering av
dexametasondosering for klinisk anvandning for att minimera risken for eventuella bieffekter.
Effekten pa biokemiska parametrar som anvands i rutinarbetet pa en klinik kan dven eventuellt
anvandas i den kliniska situationen som ett matt pa att lakemedlet har getts i terapeutisk dos.

Material och metoder

Dexametasonbehandling och provtagning

Studie 1.

Sex hastar har vid fyra tillfallen fatt en tre timmar Iang intravends infusion av dexametason
efter en plasmakoncentrationshdjande startdos eller en infusion med koksalt. Ordningen pa de
fyra behandlingarna randomiserades. Varje behandlingsomgdang foregicks av en wash-out
period pa minst 1 vecka. Dos 1: placebo (koksaltlésning), dos 2: startdos 100 ng/kg, infusion
22.5 ng/kg/h, dos 3: startdos 1000ng/kg, infusion 225 ng/kg/h samt dos 4: startdos 10 000
ng/kg, infusion 2250 ng/kg/h. Dexametasondoserna ar utraknade sa att plasmakoncentrationen
av dexametason forvantades bli 0.05 ng/ml plasma, 0.5 ng/ml plasma och 5 ng/ml plasma.
Tretton prover fran varje hast har samlats under 48 timmar (Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 9h, 12h,
18h, 24h, 36h, 48h). Blod har samlats i Na-heparinrér, hallits pa is och centrifugerats inom 30
minuter (1000 g/10min/+4 grader). Plasman har sedan frusits till -70°C fram till analys. Allt
arbete fram till nedfrysning i -70°C har skett pa is. Det finns totalt 312 prover; 13 prov fran 6
hastar x fyra olika koncentrationer. Plasmaproverna ar tagna som material till en farmakologisk
studie utford av Carl Ekstrand, doktorand och Carina Ingvast Larsson, universitetslektor i klinisk
farmakologi, under varen 2012 med medel beviljade fran Stiftelsen Hastforskning 2010-11
"Glukokortikoider till hast - saker anvandning ur ett dopnings- och behandlings-perspektiv”.

Studie 2

Sex héastar har vid ett tillfalle fatt en intramuskular injektion av 0,03 mg/kg dexametason-21-
isonikotinat (Vorenvet vet® injv 1Img/ml), den av tillverkaren rekommenderade doseringen. 35
prover fran varje hast har samlats under totalt 4 veckor (Oh, 1h 2h, 4h, 8h, 12h, 24h, sedan
dagligen i 14 dagar och varannan dag i ytterligare 14 dagar). Blod har samlats i Na-heparinror
och centrifugerats i 3000 g/20min. Plasman har sedan frusits till -20°C. Plasmaproverna ar tagna
som material till en farmakologisk studie utférd av Peter Kallings, VMD, Carl Ekstrand,
doktorand och Carina Ingvast Larsson, universitetslektor i klinisk farmakologi, under hosten
2010 med medel beviljade fran NEMAC (Nordic Equine Medication and Antidoping Comittée).
Arbetet med att sammanstalla och bearbeta (sa kallad farmakokinetisk modellering)
dexametasoneexponeringen har utforts med medel fran Stiftelsen Hastforskning 2010-11
"Glukokortikoider till hast - sdker anvandning ur ett dopnings- och behandlings-perspektiv”’

Anvandande av prover tagna for dessa tidigare studier ar ett bra satt att maximalt utnyttja
material fran tidigare gjorda studier for att minska anvandningen av forsoksdjur.



Biokemiska analyser

Vi analyserade 23 blodvariabler i plasma som beskriver férandringar i kroppen pa olika satt.
Metabola parametrar: glukos, fruktosamin, triglycerider, kolesterol, albumin och totalt protein.
Njurparametrar: kreatinin och urea.

Leverenzym och leverfunktion: GLDH (glutamatdehydrogenas) GGT (gamma
glutamyltranspeptidas), ALP (alkaliskt fosfatas), gallsyror, bilirubin.

Muskelenzym: ASAT (aspartataminotransferas), CK (creatine kinase).

Elektrolyter och mineraler: natrium, kalium, klorid, fosfat, magnesium, kalcium, jarn, UIBC
(unbound iron binding capacity) och TIBC (total iron binding capacity).

Serumproverna analyserades med kemiinstrumentet Architect c4000 (Abbott Diagnostics) med
redan utvarderade metoder. For de flesta analyser anviandes kommersiella reagens fran Abbott
Diagnostics. Reagens fran andra tillverkare anvandes for fruktosamin (Horiba ABX Group,
Montpellier, Frankrike), GLDH (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Tyskland) och Gallsyror
(DiaSystem Scandinavia, Jonkodping, Sverige).

Studie 1. Alla variabler analyserade pa 0-proverna och prover tagna efter att
maxkoncentrationen av dexametason getts, medan fem selekterade test analyserades dven pa
prover tagna efter att mellankoncentrationerna av dexametason givits. Totalt analyserades
4368 analyser pa 312 heparinprover fran 6 hastar.

Studie 2. Alla variabler analyserade pa 0-proven och proven efter 12, 24, 48 timmar, samt efter
4,7, 14,20 och 28 dagar. Totalt analyserades 1242 analyser pa 54 prover fran 6 héstar.

Farmakodynamiska analyser

Blodglukoskoncentrationerna éver tid i forhallande till plasmakoncentrationen av dexametason
fran studie 1 har analyseratas med hjalp av en sigmoid E,.x modell i den kommersiella
mjukvaran Winnonlin 5.0.2 (Certrara).



Resultat

Studie 1.

Infusion av dexametason med den hogsta koncentrationen (5ng/ml plasma) under tre timmar
inducerade férandringar i vissa biokemiska variabler under de tva dygn som hastarna provtogs.
Forandringar som sags hos hastarna med de hogsta givna dexametasonkoncentrationen var:
Plasmaglukos steg snabbt och kvarstod hogt i knappt tva dygn. Triglycerider sjonk initialt, men
steg sedan och lag hogt i ndstan tva dygn. Fosfat och jarn sjonk initialt, men normaliserades och
borjade stiga efter 1% dygn (Figur 1a-d).

For de flesta andra biokemiska variabler sags ingen tydlig effekt av dexametasonbehandlingen
under studieperioden pa 2 dagar.

Fig. 1. Plasmakoncentration av glukos, triglycerider, fosfat och jérn efter infusion av
dexametason i tre olika koncentrationer under 3 timmar till 6 héstar. 0 (orange) ér kontroll
(koksalt), 1 Iag koncentration (rosa), 2 medelkoncentration (grén) och 3 hég koncentration
(koncentration i plasma ca 5 ng/ml) i blgtt. Prelimindra resultat



Farmakodynamik:

Studie 1. Stegringen av glukoskoncentrationen i plasma har relaterats till
plasmakoncentrationen av dexametason. De farmakodynamiska parametrarna for
blodglukosstegring orsakade av dexametatasonexponering dr (medel + SD):
plasmakoncentrationen av dexametason som ger halva effekten 0,71 + 0,36 ng/ml, baslinjen for
plasmaglukos 5,23 + 0,75 umol/ml och hills koefficient (beskriver formen pa en sigmoid
exponerings-effekt kurva) ar 5,5 + 4,7.

Studie 2

| denna studie foljdes hastarna under 4 veckor efter en intramuskular injektion med
dexamametason-21-isonikotinat (Vorenvet vet®, injv 1mg/ml) som har en viss depafunktion.
Héar kunde vi undersoka effekter orsakade av en langre tids exponering av dexametason an i
studie 1.

Glukos, jarn och fosfat uppvisade snarlika férandringar som i studie 1, men flera variabler inte
borjade stiga forran efter nagra dagar. Gallsyror och GLDH steg forst efter 4 dagar.
Dexametason gav ingen 6kning i ALP, vilket man ser hos t.ex. hund.

Resultat fran delstudie 2 &r inte fardigsammanstéllda annu men de ger en tydlig bild av vilka
biokemiska test som fordandras av en engangsbehandling med Vorenvet®.

Diskussion

Dexametasonbehandling av sjuka hdstar ar vanligt och det ges ofta som en engangsinjektion
med preparat som har depaeffekt. Doserna som ar givna i studierna speglar de doser som
anvands kliniskt i Sverige. Efter en engangsdos av langtidsverkande dexametason (Vorenvet
vet®) doserat enligt tillverkarens rekommendation har plasmakoncentrationen av dexametason
uppmatts till (medel + SD) 0.61 + 0.12 ng/ml (Ekstrand et al., 2015). Dosen 5 ng/ml given i forsta
delstudien representerar en uppskattad medelplasmakoncentration under ett dygn efter en
engangsdos av vattenl6sligt dexametason givet i blodet. | delstudie 2 gavs Vorenvet enligt
dosanvisningar i FASS VET.

| den forsta studien kan vi visa de omedelbara effekterna av dexametason som gavs
intravendst. De tva metabola variablerna glukos och triglycerider paverkades inom nagra
timmar efter behandlingen med den hdgsta koncentration dexametason. Glukos steg sa mycket
att vardena var utanfor referensvarden for hast. Mineralerna fosfat och jarn sjonk forst for att
sedan stiga och var fortfarande héga vid studiens slut efter tva dagar.

| den andra studien kunde vi folja bade de tidiga och sena effekterna av dexametason givet
intramuskuldrt som depapreparat. Detta ger en flackare plasmakoncentrations-tidskurva och
mer utdragen effekt 6ver tid jamfort med om samma dos av en mer lattloslig beredningsform
infunderas direkt i blodet



Manga biokemiska variabler forandrades inte av behandling med dexametason i dessa studier.
Det ar viktig information for behandlande veterinar att veta vilka biokemiska parameterar som
forvantas dndras eller forvantas forbli oférandrade efter en engangsbehandling med
dexametason.

Projektstatus

Resultat kommer att anvandas till ett eller tva vetenskapliga manuskript om effekt av
dexametason pa klinisk kemiska parametrar, samt eventuellt en ”"short communication” om
biologisk variation hos hast. Resultaten ingar dven i Carl Ekstrands studier om biomarkorer i
syfte att kunna anvandas i antidopningsarbete och ta fram rimlig och saker karenstid (bland
annat av djurskyddsskal), samt optimera dosering av dexametason foér den kliniska
anvandningen for att minska bieffekter. Efter publicering planerar vi dven sprida resultaten vi
t.ex. Hippocampus SLU nyhetsbrev, kongresser och Svensk veterinartidning.

Nagra resultat fran studien har presenterats i ett abstract pa en kongress samt foreligger som
manuskript for konferensproceedings:

Additional Evidence for Dexamethasone Screening Limits. Ekstrand C, Bondesson U, Falkeno
U, Gabrielsson J, Hedeland M, Kallings P, Olsén L, Tvedten H, Ingvast-Larsson C. Abstract
International Conference of Racing Analysists and Veterinarians (ICRAV), Mauritius, September
2014
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