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VPLIV ANESTEZIJE S PROPOFOLOM IN SEVOFLURANOM NA OKSIDATIVNI
STRES PRI PSIH Z MIKSOMATOZNO DEGENERACIJO MITRALNE ZAKLOPKE

IZVLECEK

Kljuéne besede: Pes, bolezni; anestezija, sploSna; srce, napake prirojene — kirurgija;
kardiokirurSki postopki — Skodljivi ucinki; propofol — farmakologija; metil eter —
farmakologija; oksidativni stres — ucinki zdravil; malondialdehid — kri; E vitamin — kri;

glutation peroksidaza — kri; superoksid dismutaza — kri, antioksidanti — kri; psi

Namen raziskave je bil ovrednotiti oksidativni stres pri psih z ali brez miksomatozne
degeneracije mitralne zaklopke (MDMZ), anesteziranih zaradi stomatoloSkega posega
s propofolom in sevofluranom ter pri psih z MDMZ, anesteziranih s propofolom. Zeleli
smo ugotoviti, ali anestezija s propofolom, ki naj bi deloval antioksidativho, povzroCi
manijsi oksidativni stres kot anestezija s propofolom in sevofluranom pri psih, pri katerih
je oksidativni stres prisoten zaradi MDMZ. V raziskavo smo vkljucili 30 lastniSkih psov s
parodontalno boleznijo (12 brezin 18 z MDMZ), pri katerih smo opravili stomatoloski poseg
v splosni anesteziji. Pse brez MDMZ in 8 psov z MDMZ smo anestezirali s propofolom in
sevofluranom, ostalih 10 psov z MDMZ pa samo s propofolom.

Oksidativni stres smo vrednotili z doloCanjem izbranih pokazateljev oksidativhega stresa,
in sicer vitamina E, encimov glutation peroksidaze (GPX) in superoksidne dismutaze
(SOD), antioksidativne kapacitete v vodi topnih antioksidantov (ACW) in antioksidativne
kapacitete v masc€obi topnih antioksidantov (ACL) ter malondialdehida (MDA).

Vzorce krvi smo odvzeli pred anestezijo ter 5, 60 minut in 6 ur po uvodu v anestezijo.

Pri psih, ki so bili anestezirani s propofolom in sevofluranom, smo ugotovili znacilno visje
vrednosti vitamina E in ACL, pri psih z MDMZ v primerjavi s psi brez MDMZ pri vseh
odvzemih krvi, medtem ko so bile vrednosti MDA znacilno visje pri psih zMDMZ le med in po
anesteziji. S primerjavo anestezije s propofolom in anestezije s propofolom in sevofluranom
pri psih z MDMZ smo ugotovili, da z iziemo ACW med anestezijskima protokoloma ni bilo
znacilnih razlik v vrednostih parametrov oksidativhega stresa. Anestezija s propofolom in
sevofluranom je povzrocila vedji obseg oksidativnega stresa pri psih z MDMZ v primerjavi
s psi brez MDMZ. Anestezija s propofolom ni povzro€ila manjSega obsega oksidativhega
stresa v primerjavi z anestezijo s propofolom in sevofluranom pri psih z MDMZ. Oba
anestezijska protokola lahko s staliS€a vpliva na oksidativni stres enako varno uporabimo
pri psih z MDMZ.
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THE INFLUENCE OF PROPOFOL AND SEVOFLURANE ANAESTHESIA ON
OXIDATIVESTRESSINDOGSWITHMYXOMATOUSMITRALVALVEDEGENERATION

ABSTRACT

Key words: Dog diseases; anaesthesia, general; heart defects, congenital — surgery;
cardial surgical procedures — adverse effects; propofol — pharmacology; methyl ethers —
pharmacology; oxidative stress — drug effects; malondialdehyde — blood; E vitamin — blood;
glutathion peroxidase — blood; superoxide dismutase — blood; antioxidants — blood; dogs

The aim of this study was to evaluate the oxidative stress in dogs with or without myxomatous
mitral valve degeneration (MMVD), anaesthetized for a dental procedure with propofol
and sevoflurane and in dogs with MMVD, anaesthetized with propofol. We investigated
whether anaesthesia with propofol, which is believed to have antioxidant properties,
causes less oxidative stress in comparison to anaesthesia with propofol and sevoflurane
in dogs in which oxidative stress is present due to MMVD. Thirty client-owned dogs with
periodontal disease (12 without and 18 with MMVD) undergoing a dental procedure under
general anaesthesia were included in the study. The dogs without MMVD and 8 of the dogs
with MMVD were anaesthetized with propofol and sevoflurane, the remaining 10 dogs
with MMVD were anaesthetized with propofol only. Oxidative stress was evaluated by
measuring selected parameters of oxidative stress, namely vitamin E, antioxidant enzymes
glutathione peroxidase (GPX) and superoxide dismutase (SOD), the antioxidant capacity
of water soluble antioxidants (ACW), the antioxidant capacity of lipid soluble antioxidants
(ACL) and malondialdehyde (MDA). Blood samples were taken before anaesthesia,
and 5, 60 minutes and 6 hours after induction of anaesthesia. In dogs anaesthetized
with propofol and sevoflurane, vitamin E and ACL values were significantly higher at all
sampling times in dogs with MMVD in comparison to dogs without MMVD, while MDA
values were significantly higher in dogs with MMVD only during and after anaesthesia. In
dogs with MMVD, anaesthesia with propofol did not significantly differ, except for ACW,
from anaesthesia with propofol and sevoflurane regarding the values of selected oxidative
stress parameters. Anaesthesia with propofol and sevoflurane caused oxidative stress to a
greater extent in dogs with MMVD in comparison to dogs without MMVD. Anaesthesia with
propofol did not induce less oxidative stress comparing to anaesthesia with propofol and
sevoflurane in dogs with MMVD. Both anaesthetic protocols can safely be used in dogs
with early stage MMVD with regard to oxidative stress.



7
K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

KAZALO VSEBINE

4 I = o = LTV 5
= 25 1 2 X O 6
KAZALO VSEBINE......... s nns s e e s e e e s nnnnnnnas 7
KAZALO TABEL........ s smsn s s s s s s nnn 10
W4 N 10 TR | 12
SEZNANM OKRAUSAV........ocieeeteetresesesssesssssssesssssessssssssssssssssssssssessssssssssssssssnsssnas 13
LY 5 15
1.1 NAMEN RAZISKAVE ...ttt e e e e e e e ee e 17
T2 HIPOTEZI ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeees 17
2 PREGLED LITERATURE..........ccccciinnmmmnnnnrrrrrssss s s s s s s s s s s s s s s s ssmmmmnnnnnnnes 18
2.1 REAKTIVNE KISKOVE ZVRSTI....uuiiiiiiiiiiiiiiieieeee e 18
2.2 ANTIOKSIDANTI ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eee e 20
2.2.1 Superoksidna dismutaza...........cccceeeeeiieemmmrriirr e 21
2.2.2 Glutation peroksidaza.............cccceirieeiiiecmmmnnccrss s e e s s 22
223 VItamin E ... nnnnnnnns 22
2.2.4 Antioksidativna kapaciteta ............ccceiiiiiimicccr e 23
2.3 OKSIDATIVNI STRES IN OKSIDATIVNE POSKODBE ........cococoveivieeeeee, 24
2.4 OKSIDATIVNI STRES IN PARODONTALNA BOLEZEN..........c..ovviiiiiiiieiiieeeeeene. 25
2.5 OKSIDATIVNI STRES IN SRCE .....uuiitiiiiiiiiiieeeeeee e 26
2.5.1 Miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke.......cccc.ccovrmmmmmmriiirrmremncnnennns 27
2.6 PROPOFOL....coiiiiiiiiiieeee ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeees 27
2.6.1 Propofol in oksidativni Stres ... 28
2.7 SEVOFLURAN ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeees 29
2.7.1 Sevofluran in oksidativni Stres .........ccccccmmmimiiiics 30
2.8 SPLOSNAANESTEZIJA IN OKSIDATIVNI STRES ......ovoviieieceeeee e, 31
3 MATERIALI IN METODE .........o s s s ssmmmmmnns s s s e 36

I 74 Y X OO 36



8
K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

3.1.1 Kiriteriji za vklju€itev psoVv V raziSkavo......c.ccccccccceiiiiiieiiirsssssssccessnssse e 37
3.1.2 Dolocitev zdravstvenega statusa PSOV .....ceueeccciiiiiiiiii s 38
3.2 ANESTEZIJSKI PROTOKOLIL.....ciiiiiiiiiiie et 39
3.3 RAZDELITEV PSOV GLEDE NA STANJE USTNE VOTLINE IN ZOB................ 40
3.4 ODVZEM IN PRIPRAVA VZORCEV KRVI .....ccciiiiiiiiiiieeie et 41
3.5 METODE DOLOCANJA KRVNIH PARAMETROV ......ccoovouieeeeieeeeeeeeeeeen e 42
3.5.1 Hematoloske in biokemijske preiskave.......c.ccccccceeiiiiiiiiiirneesecccessesse e 43
3.5.2 Doloc¢anje vitamina E in lipidna standardizacija vitamina E....................... 43
3.5.3 Dolocanje koncentracije malondialdehida v plazmi..........ccooveeemmnnnennnnnnnnnnn. 44

3.5.4 Dolocanje aktivnosti superoksidne dismutaze v hemolizatu eritrocitov .. 44
3.5.5 Dolocanje aktivnosti glutation peroksidaze v polni Krvi.........ccceuuueeennnnnnnnn. 44

3.5.6 Dolocanje antioksidativne kapacitete v vodi in v masc¢obi topnih

antioksSidantov ..o ————————————— 45
3.6. STATISTICNE METODE ..ottt 45
L 4 U 0 7 I 47
4.1 OSNOVNE ZNACILNOSTI SKUPIN .....coouieieieeeeeeetceeeeeeee e, 47
4.2 VITAMIN E ..ottt ettt e e e e e st e e sneeeenneeeeneee s 48
4.3 LIPIDNO STANDARDIZIRANI VITAMIN E ....ooviiiiiieeeeeee e 50
4.4 MALONDIALDEHID........coiitiiiiiie ettt e snee e s e e enea e 52
4.5 SUPEROKSIDNADISMUTAZA......cooitieeiie et 54
4.6 GLUTATION PEROKSIDAZA ...ttt 56
4.7 ANTIOKSIDATIVNA KAPACITETAV MASCOBAH TOPNIH ANTIOKSIDANTOV ..58
4.8 ANTIOKSIDATIVNA KAPACITETA V VODI TOPNIH ANTIOKSIDANTOV .......... 60
4.9 HOLESTEROL ...ttt ettt et e e snee e e e e e ennee e 63
4,10 TRIGLICERIDI ... .ttt ettt e e et e e sneeeanneaens 65
N VA o L\ 67
5.1 VPLIV ANESTEZIJE NA KONCENTRACIJO VITAMINAE .....coooiiiiiiieeiiee e 68
5.2 VPLIV ANESTEZIJE NA KONCENTRACIJO MALONDIALDEHIDA................... 70
5.3 VPLIV ANESTEZIJE NA AKTIVNOST ANTIOKSIDATIVNIH ENCIMOV ............. 71

5.4 VPLIV ANESTEZIJE NA ANTIOKSIDATIVNO KAPACITETO PLAZME.............. 72



9
K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

5.6 OMEJITVE RAZISKAVE. ... e, 74
(g4 I LU Lo - 76
y 4200 )V 774 = 1 =1 L 77
B SUNMMNARY ....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeaeeesteaeesaesaseeassasesssssseeseeaasesnessnesssssnsssnesasessseanessneses 78
e I\ 5 1Y/ IR S 79
O LITERATURA ...c.oeoeeeeeeeeeeeeeeee e e eeeeeeeeaeeeeesaesseessessasssnsesnesassssesanesanesasessensassanessnneneen 82
R =2 =110 Y ] =S R 104
11.1 1ZJAVA LASTNIKA O VKLJUCITVI PSAV RAZISKAVO ... 104
11.2 VPRASALNIK O ZDRAVSTVENEM STATUSU PSA ... 105
11.3 IZBRANI HEMATOLOSKI PARAMETRI PSOV V RAZISKAVI ..o 106
11.4 1ZBRANI BIOKEMIJSKI PARAMETRI PSOV V RAZISKAVI ..o 107
11.5 IZBRANI EHOKARDIOGRAFSKI PARAMETRI PSOV Z MIKSOMATOZNO

DEGENERACIJO MITRALNE ZAKLOPKE ..., 108

11.6 PODATKI O ZDRAVSTVENEM STANJU USTNE VOTLINE IN ZOB PSOV PO
AVDC KLASIFIKACIIL ..ot 109



10
K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

KAZALO TABEL

Tabela 1: Starost, spol, pasma in telesna masa psov

Table 1: Age, sex, breed and body Weight OF dOGS .........cueiiiiiiiiiiii e 36
Tabela 2: Koncentracija vitamina E (umol/L) (povprecje £ SD) pri psih brez MDMZ in psih

z MDMZ pred, med in po anesteziji

Table 2: Vitamin E concentration (umol/L) (mean = SD) in dogs without MMVD and dogs

with MMVD before, during and after @anaesStRESIA .............c.c..uuuueeiiiiie et 48
Tabela 3: Vrednosti lipidno standardiziranega vitamina E (vitamin E (LS) (povprecje + SD) pri psih
brez MDMZ in psih z MDMZ pred, med in po anesteziji

Table 3: Lipid standardized vitamin E values (vitamin E (LS)) (mean £ SD) in dogs without MMVD

and dogs with MMVD before, during and after anaestiesia ...............ccccccccccoeeeceiviueeeeeeieeee e 51
Tabela 4: Koncentracija malondialdehida (MDA; umol/L) (povprecje £ SD) pri psih brez MDMZ

in psih z MDMZ pred, med in po anesteziji

Table 4: Malondialdehyde concentration (MDA; umol/L) (mean + SD) in dogs without MMVD

and dogs with MMVD before, during and after anaesthesia ..............ccccccooiieiiiiiiiiei e 53
Tabela 5: Aktivhost superoksidne dismutaze (SOD; U/g Hgb) (povprecje + SD) pri psih brez MDMZ

in psih z MDMZ pred, med in po anesteziji

Table 5: Superoxide dismutase activity (SOD; U/g Hgb) (mean + SD) in dogs without MMVD

and dogs with MMVD before, during and after anaestResia ..............cccccceeiiieiiiiiiiiiei e 55
Tabela 6: Aktivnost glutation peroksidaze (GPX; U/g Hgb) (povprecje + SD) pri psih brez MDMZ

in psih z MDMZ pred, med in po anesteziji

Table 6: Glutathione peroxidase activity (GPX; U/g Hgb) (mean + SD) in dogs without MMVD

and dogs with MMVD before, during and after anaestiesia ...............ccccc.ccccoeeeceiiiieeeeeeieeeeee e 57
Tabela 7: Antioksidativna kapaciteta v mascobi topnih antioksidantov (ACL; nmol/mL)

(povprecje + SD) pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ pred, med in po anesteziji

Table 7: Antioxidant capacity of lipid soluble antioxidants (ACL; nmol/mL) (mean + SD) in dogs
without MMVD and dogs with MMVD before, during and after anaesthesia ................cccccccoocveeennnnne 59
Tabela 8: Antioksidativna kapaciteta vodotopnih antioksidantov (ACW; nmol/mL)

(povprecje + SD) pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ pred, med in po anesteziji

Table 8: Antioxidant capacity of water soluble antioxidants (ACW, nmol/mL) (mean + SD) in dogs
without MMVD and dogs with MMVD before, during and after anaesthesia...............ccccccooeccveeennnnne. 61
Tabela 9: Koncentracija holesterola (mmol/L) (povprecje + SD) pri psih brez MDMZ in psih

z MDMZ pred, med in po anesteziji



11
K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

Table 9: Cholesterol concentration (mmol/L) (mean + SD) in dogs without MMVD and dogs with
MMVD before, during and after anaeStheSia...............oooveiii i 63
Tabela 10: Koncentracija trigliceridov (mmol/L) (povprecje + SD) pri psih brez MDMZ in psih

z MDMZ pred, med in po anesteziji

Table 10: Triglyceride concentration (mmol/L) (mean + SD) in dogs without MMVD and dogs

with MMVD before, during and after anaesStRESIA .............c...uuuueeiiiiiee et e e e 65



12
K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

KAZALO SLIK

Slika 1: Koncentracija vitamina E (umol/L) pred, med in po anesteziji pri psih brez MDMZ

in psih z MDMZ

Figure 1: Vitamin E concentration (umol/L) before, during and after anaesthesia in dogs without
MMVD and dogs With MIMVD ..............e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaeaeaaaaaaas 50
Slika 2: Vrednosti lipidno standardiziranega vitamina E (vitamin E (LS)) pred,

med in po anesteziji pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ

Figure 2: Lipid standardized vitamin E values (vitamin E (LS)) before,

during and after anaesthesia in dogs without MMVD and dogs with MMVD .............ccccccccoevveiiinvnnnnn. 52
Slika 3: Koncentracija malondialdehida (MDA; pmol/L) pred, med in po anesteziji

pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ

Figure 3: Malondialdehyde concentration (MDA; umol/L) before, during and after anaesthesia

in dogs without MMVD and dogs With MIMVD ................coooi oot 54
Slika 4: Aktivnost superoksidne dismutaze (SOD; U/g Hgb) pred, med in po anesteziji

pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ

Figure 4: Superoxide dismutase activity (SOD; U/g Hgb) before, during and after anaesthesia

in dogs without MMVD and dogs With MIMVD ................ccooi oot 55
Slika 5: Aktivnost glutation peroksidaze (GPX; U/g Hgb) pred, med in po anesteziji

pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ

Figure 5: Glutathione peroxidase activity (GPX; U/g Hgb) before, during and after

anaesthesia in dogs without MMVD and dogs With MIMVD ................uuuiiiiiieie e, 58
Slika 6: Antioksidativna kapaciteta v mascobi topnih antioksidantov (ACL; nmol/mL) pred,

med in po anesteziji pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ

Figure 6: Antioxidant capacity of lipid soluble antioxidants (ACL; nmol/mL) before,

during and after anaesthesia in dogs without MMVD and dogs with MMVD .............cccccccceeveeiiirnnnnn.. 60
Slika 7: Antioksidativna kapaciteta v vodi topnih antioksidantov (ACW; nmol/mL) pred,

med in po anesteziji pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ

Figure 7: Antioxidant capacity of water soluble antioxidants (ACW; nmol/mL) before,

during and after anaesthesia in dogs without MMVD and dogs with MMVD .................cccceeeeviunvennnn... 62
Slika 8: Koncentracija holesterola (mmol/L) pred, med in po anesteziji pri psih brez MDMZ

in psih z MDMZ

Figure 8: Cholesterol concentration (mmol/L) before, during and after anaesthesia in

dogs without MMVD and dogs With MIMVD .............cccocoo oo e e e e e e e e e e e e eeeeaans 64
Slika 9: Koncentracija trigliceridov (mmol/L) pred, med in po anesteziji pri psih brez MDMZ

in psih z MDMZ

Figure 8: Triglyceride concentration (mmol/L) before, during and after anaesthesia

in dogs without MMVD and dogs With MMVD .................cooo oo e e e e e e e 66



13

K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

SEZNAM OKRAJSAV

Acetil-CoA
ACL

ACW

ATP
CAT
co,
EDTA
EEG
PE'CO,

FE'Sevo

DNA
FADH,
GABA
GPX
GSH
GSSG

acetil koencim A

antioksidativna kapaciteta v mascobi topnih antioksidantov (angl.,
antioxidative capacity of lipid soluble antioxidants)

antioksidativha kapaciteta v vodi topnih antioksidantov (angl.,
antioxidative capacity of water soluble antioxidants)

adenozin trifosfat

katalaza

ogljikov dioksid

etilendiaminotetraocetna kislina

elektroencefalogram

delni tlak ogljikovega dioksida na koncu izdiha (angl., end-tidal
carbon dioxide partial pressure)

koncentracija sevoflurana na koncu izdiha (angl., end-tidal
sevoflurane concentration)

deoksiribonukleinska kislina

flavinadenindinukleotid (reducirana oblika)

gama-aminomaslena kislina (angl., gamma-aminobutyric acid)
glutation peroksidaza

glutation (reducirana oblika)

glutation (oksidirana oblika)

vodikov peroksid

hipoklorna kislina

hemoglobin

ishemicna predpriprava (angl., ischemic preconditioning)

intra venam, v Zilo

trikalijeva sol etilendiamintetraocetne kisline

malondialdehid

miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke
nikotinamidadenindinukleotid (reducirana oblika)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (reducirana oblika)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oksidirana oblika)

dusikov oksid



14

K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

102
O,
-OH

ONOO

PDGF

PIVA

ROO:

RKZ

SOD

S.C.

SD

TNF

U

vitamin E (LS)
VNMK

4-HNE

singletni kisik

superoksidni radikal

hidroksilni radikal

peroksinitritni anion

trombocitni rastni dejavnik (angl., platelet-derived growth factor)
popolna intravenska anestezija

peroksilni radikal

reaktivne kisikove zvrsti

superoksidna dismutaza

sub cutis, pod kozo

standardni odklon (angl., standard deviation)

tumor nekroti¢ni dejavnik (angl., tumor necrosis factor)
enote (angl., units)

lipidno standardizirani vitamin E

vecCkrat nenasiCene mascobne kisline
4-hidroksinonenal



15
K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

1 UVOD

V klini€ni praksi se pogosto sreCamo s psi z boleznijo srca, pri katerih je potrebno
opraviti poseg v splosni anesteziji. NajpogostejSa pridobljena bolezen srca pri psih je
miksomatoznadegeneracijamitralne zaklopke (MDMZ), prikateripride dodegenerativnih
sprememb listiCev mitralne zaklopke, ki vodijo v njeno popuscanje (Ware, 2007). Pri
anesteziji psov z MDMZ se pogosto uporablja kombinacija intravenskega anestetika
propofola za uvod v anestezijo in hlapnega anestetika sevoflurana za vzdrZzevanje
anestezije (Steinbacher in Dorfelt, 2013). Prednost uporabe sevoflurana za vzdrzevanje
anestezije je hitro prebujanje po posegu zaradi nizkega porazdelitvenega koeficienta
med plinom in krvjo, kar pomeni, da se le zanemarljive koliine sevoflurana kopicijo
v mascobnem tkivu (Smith in sod., 1996). V primerjavi s sevofluranom se propofol
poCasneje presnavlja, vendar omogoca hitrejSi in mirnejSi uvod v anestezijo, saj je

ekscitacijska faza zelo kratka in obi¢ajno nezaznavna (Vanlersberghe in Camu, 2008).

Presnova anestetikov, spremembe v prekrvitvi in oksigenaciji tkiv med anestezijo ter
kirurSka travma pospesijo nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti (RKZ) (De La Cruz in
sod., 1999; Bogra in sod., 2007; Tsuchiya in sod., 2008). To so zelo reaktivni, nestabilni
prosti radikali in reaktivne kisikove spojine, ki reagirajo in poskodujejo bioloSko
pomembne molekule, kot so lipidi celicnih membran, DNA, beljakovine in ogljikovi
hidrati. Reaktivne kisikove zvrsti redno nastajajo v procesih aerobne presnove, zato so
organizmi razvili antioksidativne obrambne mehanizme, s katerimi odstranjujejo RKZ.
V fizioloSkih pogojih so RKZ v dinami¢nem ravnoteZzju z antioksidativnimi obrambnimi
mehanizmi, vendar se to ravnotezje lahko porusi zaradi presezka RKZ in/ali zmanj$anja
antioksidativnih obrambnih mehanizmov, kar vodi v stanje oksidativnega stresa (Valko
in sod., 2007; Mandelker, 2008).

Pri psih je, tako kot pri ljudeh s srénim obolenjem, ravnovesje med RKZ in antioksidanti
Ze poruseno (Freeman in sod., 2005; Lakshmi in sod., 2009; Sagols in Priymenko,
2011; Siti in sod., 2015), zato lahko dodatni oksidativni stres zaradi posega v sploSni
anesteziji bistveno prispeva k poslabSanju sréne funkcije ali celo vodi v odpoved srca
(Kevin in sod., 2005). Izbira anestetikov je zelo pomembna, saj se njihov u€inek na
oksidativni stres razlikuje. Nekateri anestetiki povecajo nastajanje RKZ, medtem ko drugi

delujejo antioksidativno (Allaouchiche in sod., 2001; Kevin in sod., 2005). Intravenski
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anestetik tiopental je barbiturat, ki naj bi deloval kot lovilec prostih kisikovih radikalov
(Murphy in sod., 1996; Kim in sod., 2013) ter zaviral oksidativni izbruh nevtrofilcev
(Nishina in sod., 1998), vendar je njegovo antioksidativno delovanje v primerjavi s
propofolom zanemarljivo (Murphy in sod., 1996; De La Cruz in sod., 1999; Yagmurdur
in sod., 2004; Kevin in sod., 2005; Lee, 2012). Ketamin, nekompetitivni antagonist
N-Metil-D-aspartat receptorjev, naj bi spodbujal nastajanje RKZ pri podganah (Kevin
in sod., 2005; de Oliveira in sod., 2009; Venancio in sod., 2015). Pri ljudeh so primerjali
uCinek ketamina in propofola v odmerkih za indukcijo na pokazatelje oksidativhega
stresa. Pri ljudeh, pri katerih so za uvod v anestezijo uporabili propofol sta bila obseg
peroksidacije lipidov ter aktivnost antioksidativnih encimov glutation peroksidaze
(GPX) in superoksidne dismutaze (SOD) manj$a, antioksidativna kapaciteta plazme pa
vecCja v primerjavi s skupino ljudi, pri katerih so za uvod v anestezijo uporabili ketamin
(Khoshraftar in sod., 2014). Lokalni anestetiki naj bi motili delovanje mitohondrijev in
spodbujali nastajanje RKZ (Nouette-Gaulain in sod., 2011). Pove€ano nastajanje RKZ
ob uporabi bupivakaina, naj bi vodilo v nastanek miopatij (Nouette-Gaulain in sod.,
2011) in poSkodb zivénih celic (Park in sod., 2005), kar so potrdili v Studijah in vitro
(Kovacic in Somanathan, 2011). Ultrakratko delujo€i hipnotik propofol je alkilni fenol
(2, 6-diizopropilfenol). Vsebuje fenolno hidroksilno skupino, podobno kot vitamin E,
ki SCiti celicne membrane pred lipidno peroksidacijo (Hans in sod., 1996). Sevofluran
(flurometil 2,2,2-triflurid-1-(trifluorometil) etil eter) je novejSi halogenirani hlapni
anestetik, ki se v majhnem odstotku (2—-5 %) presnavlja v jetrih s pomocjo izooblike
encima citokroma P450 CYP2E1 (Kharasch, 1995; Smith in sod., 1996). Sevofluran
naj bi pospesil nastajanje RKZ preko svoje presnove (Kharasch, 1995) tako kot tudi
preko vpliva na energijske procese v mitohondrijih (Kevin in sod., 2003; Sedlic in sod.,
2009).

Vpliv anestetikov na oksidativni stres pri psih je deleZen velikega zanimanja zaradi
kratkoroCnih in dolgoro¢nih posledic, ki jih povzro€a poveCano nastajanje RKZ,
vendar v obstojeci literaturi nismo zasledili raziskav, ki bi nudile vpogled v dinamiko

oksidativhega stresa med anestezijo psov z MDMZ.
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1.1 NAMEN RAZISKAVE

Namen raziskave je ovrednotiti oksidativni stres pri psih brez MDMZ in s parodontalno
boleznijo, anesteziranih s kombinacijo propofola in sevoflurana, ter pri psih z MDMZ in
parodontalno boleznijo, anesteziranih samo s propofolom ali s kombinacijo propofola
in sevoflurana. Na ta nacin Zelimo ugotoviti, ali popolna intravenska anestezija
s propofolom, ki naj bi deloval antioksidativno, povzro¢i manjSi oksidativni stres ali
ga celo zmanjSa v primerjavi s sevofluranom pri psih, pri katerih je oksidativni stres
prisoten zaradi MDMZ.

Oksidativni stres pri psih v sploSni anesteziji bomo ovrednotili z ugotavljanjem izbranih
pokazateljev antioksidativnega statusa, in sicer vitamina E, aktivnosti antioksidativnih
encimov GPX in SOD, antioksidativne kapacitete v vodi topnih antioksidantov
(ACW) in antioksidativne kapacitete v mascobi topnih antioksidantov (ACL). Kot
pokazatelja obsega lipidne peroksidacije bomo spremljali koncentracijo plazemskega
malondialdehida (MDA).

Izsledki raziskave bodo pripomogli k izboljSanju smernic pri izbiri anestezijskih
protokolov pri psih z MDMZ.

1.2 HIPOTEZI

V okviru raziskave smo si postavili sledeci hipotezi:

1.  Pri psih s parodontalno boleznijo anestezija s propofolom in sevofluranom
povzroCi vecji obseg oksidativnega stresa pri tistih z MDMZ v primerjavi s psi

brez MDMZ.

2. Pri psih s parodontalno boleznijo in MDMZ anestezija s propofolom povzrodi

manjSi obseg oksidativhega stresa kot kombinacija propofola in sevoflurana.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 REAKTIVNE KISKOVE ZVRSTI

Reaktivne kisikove zvrsti so kisikovi prosti radikali kot na primer superoksid (O,"),
hidroksilni radikal (-OH) in peroksilni radikal (ROO-) ter reaktivne kisikove spojine, med
katere priStevamo singletni kisik ('O,), vodikov peroksid (H,O,) in hipoklorno kislino
(HCIO) (Valko in sod., 2007; Halliwell in Gutteridge 2015a).

Primarni kisikov prosti radikal je superoksid, ki nastane, ko molekula kisika, ki je Ze
sama po sebi radikal z dvema neparnima elektronoma, sprejme elektron. Glavno
mesto nastajanja superoksida v celici so mitohondriji, kjer prihaja do uhajanja
elektronov iz kompleksov | in Il elektronske transportne verige v notranji membrani
mitohondrija (Quijano in sod., 2016). Superoksid nastaja v organizmu tudi v presnovnih
procesih encimskih sistemov ksantinske oksidaze in dehidrogenaze, oksidaze
nikotinamidadenindinukleotidfosfata (NADPH), lipooksigenaze, sintaze dusSikovega
oksida (NO), citokromov P450 ter z avtooksidacijo kateholaminov (Kevin in sod., 2005;
Valko in sod., 2007).

Vodikov peroksid nastane z dismutacijo superoksida bodisi s pomocjo kataliticnega
delovanja SOD bodisi spontano. Vodikov peroksid nastaja tudi v peroksisomih, kjer se
uporabi v oksidacijskih procesih, vendar je ravnovesje med nastajanjem vodikovega
peroksida in njegovo porabo zelo natan¢no regulirano s prisotnostjo encima katalaze
(CAT), ki ga razgrajuje na vodo in kisik. Vodikov peroksid spada med manj reaktivne
RKZ, vendar lahko po$koduje beljakovine (npr. mioglobin in hemoglobin) in sprosti
Zelezo, ki se nadalje vkljuci v Fentonovo reakcijo, kjer nastaja hidroksilni radikal (Valko
in sod., 2007). V primerjavi s superoksidom je razpolovna doba vodikovega peroksida
daljSa, poleg tega lahko prehaja preko lipidnega dvosloja celicnih membran bodisi z
difuzijo bodisi preko ionskih kanalCkov (npr. akvaporinov). V nizkih koncentracijah se
vodikov peroksid vklju€uje v celiCne signalne poti, ki so odgovorne za rast in prezZivetje
celic (Lubos in sod., 2011).

Hidroksilni radikal je izredno majhna, vodotopna molekula, ki nastane pri Fentonovi
reakciji, kjer vodikov peroksid reagira z Zelezovim ionom in pri Haber-Weissovi reakciji,
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kjer reagira z bakrovim ali drugim kovinskim ionom. Hidroksilni radikal je izredno
reaktiven, saj takoj reagira in posSkoduje katerokoli molekulo v blizini (Valko in sod.,
2007; Mandelker, 2008; Ayala in sod., 2014).

Peroksilni radikal je protonirana oblika superoksida, ki nastane v citosolu. Peroksilni in
hidroksilni radikal poSkodujeta predvsem lipidne molekule in sprozita kaskado lipidne
peroksidacije (Ayala in sod., 2014).

Hipoklornakislina nastaja iz vodikovega peroksida s pomocjo encima mieloperoksidaze.
Proizvajajo jo predvsem aktivirani nevtrofilci v oksidativnem izbruhu za unienje
patogenih organizmov (Klebanoff, 2005).

Dusikov oksid (NO) je dokaj stabilna molekula in nastaja z oksidacijo L-arginina
s kataliticnim delovanjem sintaze dusikovega oksida (Bahorun in sod., 2006).
Dusikov oksid deluje kot signalna molekula v razli¢nih fizioloSkih procesih zZivénega,
kardiovaskularnega in imunskega sistema (Bahorun in sod., 2006; Valko in sod., 2007),
vendar lahko reagira s superoksidom, pri ¢emer nastane bolj reaktiven peroksinitritni
anion (ONOO"), ki povzro€i oksidacijo lipidov in fragmentacijo DNA (Valko in sod.,
2007).

Reaktivne kisikove zvrsti nastajajo endogeno, med metabolnimi procesi v mitohondirjih
in peroksisomih, med vnetnim celicnim odgovorom in pri kataliticnem delovanju
citohromov P450. Med zunanje dejavnike, ki povzrocijo nastajanje RKZ, pristevamo
sevanja (ultravijolicni, rentgenski in gama zarki), cigaretni dim, ultravijoli¢no svetlobo,
zdravila, kemijske reagente, industrijska topila in druge onesnazevalce okolja (Zadak
in sod., 2009; Bhatthacharya, 2015).

V fizioloskih okvirjih se RKZ vklju€ujejo v pomembne bioloSke procese, kot so celi¢no
signaliziranje, adaptacija organizma na stres (Ray in sod., 2012) in celicha obramba
(Kohchi in sod., 2009). V patoloskih pogojih pa vecdje koli¢ine RKZ vodijo v poSkodbe
bioloSko pomembnih molekul, kot so lipidi, DNA in beljakovine (Valko in sod., 2007).
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2.2 ANTIOKSIDANTI

Antioksidant je katerakoli snov, ki zakasni, preprecCi ali odstrani oksidativho
poskodbo ciljne molekule (Halliwell in Gutteridge, 2015b). Antioksidativni mehanizmi
prepreCujejo nastanek RKZ in jih odstranjujejo (preventivni mehanizmi), odstranjujejo
posledice delovanja prostih radikalov (reparacijski mehanizmi) ter omogocijo okrepitev
antioksidativhe obrambe na mestih vecjega nastajanja prostih radikalov (adaptacijski
mehanizmi) (Lobo in sod., 2010).

Med preventivnhe mehanizme priStevamo sekvestracijo prehodnih kovinskih ionov (npr.
Zeleza in bakra) v oblike, ki ne reagirajo in ne tvorijo RKZ. Pri tem igrajo pomembno
vlogo beljakovine — kelatorji, ki vezejo zelezove in bakrove ione in tako onemogocijo,
da bi bili na razpolago za reakcijo z vodikovim peroksidom (Lobo in sod., 2010).
Ceruloplazmin je na primer kelator in prenaSalec bakrovih ionov v plazmi (Prohaska in
Gybina, 2004), medtem ko je transferin kelator in prenasalec Zelezovih ionov v plazmi
(Ghio in sod., 2006), feritin pa v celicah (Theil, 2003).

Glede na izvor lo€imo endogene antioksidante, ki jih organizem proizvaja sam, ter
eksogene antioksidante, ki se v organizem vnasajo s hrano. Glede na topnost v
bioloSkih medijih lo¢imo v vodi topne antioksidante in v mas€obi topne antioksidante.
Antioksidante delimo tudi glede na nacin delovanja na encimske in neencimske (lovilci
prostih radikalov) (Lobo in sod., 2010).

Endogeni antioksidativni sistem sestavljajo antioksidativni encimi in neencimski
antioksidanti. Antioksidativni encimi, kot so SOD, GPX in CAT, pospesijo prehod
RKZ v bolj stabilne produkte. Nekateri minerali, kot so selen, baker, mangan in cink,
predstavljajo jedro antioksidativnih encimov, zato je njihova razpoloZljivost v organizmu
zelo pomembna (Zadak in sod., 2009). V presnovnih procesih organizma nastajajo
Se neencimski antioksidanti melatonin, glutation, ubikinon (koencim Q,), lipoi¢na in
sec€na kislina, ki delujejo kot lovilci prostih radikalov (Valko in sod., 2007; Lobo in sod.,
2010). Podobno nalogo imajo tudi plazemski albumini, ki poleg tega delujejo tudi kot
kelatorji kovinskih ionov in hema (Quinlan in sod., 2005).

Med eksogene lovilce kisikovih radikalov priStevamo alfa tokoferol (vitamin E),
askorbinsko kislino (vitamin C) in karotenoide, ki se v organizem vna$ajo s hrano
(Valko in sod., 2007; Zadak in sod., 2009).
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2.2.1 Superoksidna dismutaza

Superoksidna dismutaza je ime za druZino encimoy, ki so vsi metaloproteiniin katalizirajo
dismutacijo superoksida v vodikov peroksid. Za aktivhost SOD je odgovoren kovinski
ion, ki v procesu dismutacije superoksida deluje kot oksidant in reducent (Matés, 2000;
Fukai in Ushio-Fukai, 2011).

Obstajajo tri razlicne oblike SOD, ki se razlikujejo tako v kovinskem ionu na aktivnem
mestu kot tudi v sami strukturi beljakovine, kar kaze na razlicni filogenetski razvoj
teh encimov. V eni izmed SOD se na aktivnem mestu encima nahaja nikljev (Ni) ion
(predvsem pri prokariontih), v drugi sta za aktivnost encima potrebna tako bakrov (Cu)
kot cinkov (Zn) ion, tretja druzina SOD pa ima na aktivnem mestu manganov (Mn) ion,
ki se lahko tudi zamenja z Zelezovim (Fe) ionom, vendar je aktivhost encima manjSa
(Miller, 2012).

Pri sesalcih se pojavljajo tri oblike SOD izoencimov, ki se razlikujejo tako v kovinskem
ionu na aktivnem mestu kot tudi v aminokislinski zgradbi, Stevilu podenot in lokaciji
encima. Citosolni encim CuZn-SOD ali SOD1 je znotrajceli¢ni encim, katerega ved;ji
del se nahaja v citosolu, v manjSem obsegu pa tudi v notranjem membranskem
prostoru v mitohondrijih, jedru, lizosomih in peroksisomih jeter, ledvic, rdeCih krvnih
celic in osrednjega ziv€evja. Cinkov ion je pri CuZn-SOD potreben za pravilno zvijanje
in stabilnost encima, nadomestita ga lahko tudi kobaltov ali bakrov ion, medtem ko je
baker na aktivnem mestu nenadomestljiv. V mitohondrijskem matriksu srca, mozganov,
jeter in ledvic se nahaja encim SOD2 z manganom na aktivnem mestu (MnSOD), ki
je odgovoren za dismutacijo superoksida, ki nastaja v mitohondrijski dihalni verigi.
Ekstracelularna SOD (EC-SOD), SOD3, je sekretorni zunajceli¢ni encim, primarno
lociran v tkivih in zunajceliCcnem matriksu in na povrsini celic, v manjSem obsegu tudi
prosto v plazmi in zunajceli¢nih teko€inah. VecCina SOD3 se nahaja v krvnih Zilah,
pljucih, ledvicah, maternici in v manjSem obsegu v srcu (Matés, 2000; Fukai in Ushio-
Fukai, 2011; Miller, 2012).

Izoencimi SOD imajo razli€ne bioloSke funkcije. Zaradi svojega antioksidativhega
delovanja neposredno Scitijo celice pred Skodljivimi u€inki RKZ, posredno pa se preko
uravnavanja koncentracije vodikovega peroksida vkljuCujejo v celi¢ne signalne poti
(Fukai in Ushio-Fukai, 2011; Miller, 2012).
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2.2.2 Glutation peroksidaza

Glutation peroksidaze so druzina filogenetsko sorodnih encimov (Brigelius-Flohé in
Maiorino, 2013), ki katalizirajo redukcijo vodikovega peroksida in drugih peroksidov
v kisik in vodo. V reakcijo je kot kosubstrat vklju¢en glutation (GSH), ki preide v
oksidirano obliko (GSSG). Stiri znane oblike GPX vsebujejo aminokislino selenocistein
na aktivnem mestu (Arthur, 2000; Matés, 2000).

Celicna GPX1 je tetramerna beljakovina s Stirimi enakimi podenotami, ki vsebujejo po
en ostanek selenocisteina. Najdemo jo v citoplazmi in mitohondrijih vseh celic, najvec
pa v eritrocitih, ledvicah in jetrin. Odgovorna je za katabolizem vodikovega peroksida
in nekaterih organskih peroksidov (peroksidi holesterola in dolgoverizne mas¢obne
kisline), pri Cemer je za redukcijo mascobnih peroksidov vezana na delovanje fosfolipaze
A, ki sprosti mascobne kisline (Arthur, 2000). Gastrointestinalna citosolna GPX2 ima
podobno tetramerno obliko in vlogo kot GPX1, vendar ni vpletena v katabolizem
fosfolipidnih vodikovih peroksidov. Nahaja se v epiteliju prebavne cevi in je odgovorna
za uravnavanje absorpcije vodikovega peroksida iz prebavil (Wingler in Brigelius-Flohé,
1999). Plazemska tetramerna GPX3 je glikoprotein z ekstracelularnim delovanjem,
nahaja se pretezno v ledvicah, najdemo jo tudi v srcu, placenti, pljucih, v celicah prebauvil,
v SCitnici in tudi v mlecCni Zlezi, saj se izloa z mlekom (Arthur, 2000). Monomerna
GPX4 je odgovorna za katalizo fosfolipidnih hidroperoksidov. Nahaja se predvsem v
mitohondrijih in je odgovorna za zas€ito membran pred oksidacijo fosfolipidov (Arthur,
2000). Pri sesalcih obstajajo tudi encimi s podobno aktivnostjo kot GPX, ki pa vsebujejo
molekulo cisteina namesto selenocisteina. V obmodku podgan, misi, prasiCev, opic in
ljudi se nahaja GPX5, v vohalnem aparatu pa GPX6 (Arthur, 2000).

2.2.3 Vitamin E

Vitamin E zajema skupino osmih izomernih molekul, derivatov tokola, z znacilnim
kromanolskim obro¢em in stransko verigo. Tokoferoli imajo na stranski verigi nasiCene
vezi, medtem ko tokotrienoli vsebujejo tri nenasi¢ene vezi. Alfa, beta, gama in delta
tokoferoli in tokotrienoli se razlikujejo na podlagi Stevila in polozaja metilnih skupin na
benzenovem obrocu. Znacilni kromanolski obro€ s hidroksilno skupino daruje vodikov
atom za redukcijo prostih radikalov, hidrofobna stranska veriga pa omogoca obstoj v
bioloSkih membranah (Wang in Quinn, 1999).
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Glavna vloga tokoferolov je, da lovijo proste peroksilne radikale, ki nastajajo pri verizni
reakciji lipidne peroksidacije (Traber in Atkinson, 2007). Alfa in gama tokoferol (aktivni
obliki vitamina E) sta pomembna neencimska lipofilna antioksidanta, ki $€itita membrane
pred oksidacijo. Alfa tokoferol prestreze peroksilni radikal, preden reagira z lipidnim
substratom in pri tem nastane tokoferoksilni radikal. Ta reakcija potece hitreje kot reakcija
lipidnega peroksilnega radikala z lipidnim substratom. S tem pride do nevtralizacije in
odstranitve prostih radikalov in zaustavitve reakcije (Wang in Quinn, 1999; Ayala in sod.,
2014).Tokoferoli lahko reagirajo tudi z drugimi RKZ, kot so singletni kisik, aloksilni radikali,
peroksinitriti, duSikov oksid, ozon in superoksid. Pri tem je gama tokoferol bolj u€inkovit
lovilec reaktivnih duSikovih spojin. Po reakciji z radikalom nastane neskodljiv oksidiran
tokoferoksilni radikal, ki se z drugimi antioksidanti, kot so vitamin C, retinol in ubikinon,
ponovno pretvori v reducirano obliko (Wang in Quinn, 1999). Poleg antioksidativhega
uCinka se vitamin E vkljuCuje v doloCene segmente lipidnega dvosloja in vpliva na
stabilnost in preureditev celicnih membran (Wang in Quinn, 1999).

Ker vitamin E vpliva na celi€ni odziv na oksidacijski stres tudi s spreminjanjem signalnih
transdukcijskih poti (Bramley in sod., 2000), so vse bolj pogoste raziskave, ki preucujejo

njegov vpliv na ravni genoma.

2.2 .4 Antioksidativna kapaciteta

Antioksidativna kapaciteta je parameter, ki nam daje vpogled v antioksidativho zmogljivost
plazme ali drugih telesnih tekoCin in je neposredni pokazatelj vpliva okolja, presnove,
fizioloSkega ali patoloSkega stanja organizma in vnosa antioksidantov s hrano na redoks
status organizma (Ghiselli in sod., 2000; Yeum in sod., 2004; Niki, 2010).

Za merjenje antioksidativhe kapacitete plazme obstajajo Stevilne metode in njihove
razliCice, zato je rezultate tezko primerjati (Prior in Cao, 1999; Niki, 2010; Rubio in sod.,
2016; Tomsi¢ in sod., 2016), saj ena sama metoda ne more zajeti vseh segmentov
antioksidativnega ucinka razlicnih antioksidantov. Vodotopni antioksidanti, kot so seCna
kislina, askorbinska kislina, beljakovine ter drugi nizkomolekularni antioksidanti, se
zadrzujejo v vodnih predelih plazme, medtem ko so v mas€obi topni antioksidanti (na
primer vitamin E in karotenoidi) skriti v lipoproteinih (Yeum in sod., 2004). Antioksidativna
kapaciteta je odvisna tudi od hitrosti reakcije med antioksidanti in prostimi radikali ter od
nadaljnje reakcije nastalih antioksidantnih radikalov, od interakcije med antioksidanti,
od koncentracije in premicnosti antioksidantov v mediju ter od absorpcije, porazdelitve,
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zadrzevanja in metabolizma posameznih antioksidantov (Niki, 2010). 1z navedenih
razlogov sta ugotavljanje antioksidativhe kapacitete v vodi topnih antioksidantov
(Popov in Lewin, 1994) in antioksidativne kapacitete v mascobi topnih antioksidantov
(Popov in Lewin, 1996) bolj obcutljivi metodi, ki omogocata natancnejsi vpogled v

antioksidativno zmogljivost plazme.

2.3 OKSIDATIVNI STRES IN OKSIDATIVNE POSKODBE

Zizrazom oksidativni stres opisujemo stanje, pri katerem se je ravnovesje med oksidanti
in antioksidanti porusilo v korist oksidantov. Zaradi Skodljivega delovanja RKZ pride do
poskodb molekul DNA, beljakovin in lipidov ter motenj v redoks signalizaciji (Sies in
Jones, 2007).

Pri poSkodbah DNA se RKZ vkljugijo v strukturo dusikovih baz, modificirajo pentoze in
sproZzijo nastanek kriznih povezav med baznimi pari in beljakovinami. Hidroksilni radikal
se zaradi svojega elektrofiinega znacaja vkljuci v dvojne vezi purinov in pirimidinov
predvsem na mestih, kjer je veliko elektronov, in povzro€i oksidacijo baz, abazna
mesta, nastanek DNA-DNA aduktov, prekinitev DNA verig ter navzkrizne povezave
med DNA in beljakovinami (Cadet in sod., 1999; Cooke in sod., 2003).

Oksidativni procesi zajamejo tudi beljakovine. Oksidacija beljakovin lahko poteka z
oksidativno modifikacijo dolo¢ene aminokisline, RKZ lahko posredujejo pri razgradniji
beljakovine ali pa nastanejo navzkrizne vezi med beljakovinami in produkti lipidne
peroksidacije (Lobo in sod., 2010).

Oksidativni stres porusi presnovo kalcija v celicah. Kalcijevi ioni so vpleteni v Stevilne
fizioloSke procese, vkljuéno s celi¢no proliferacijo (Mandelker, 2008) in posredovanjem
pri celicni posSkodbi. Zaradi tega vsaka motnja, ki prizadene znotrajceliCni in zunajceli¢ni
gradient kalcija, njegov transport ali difuzijo, resno ogrozi celicno delovanje. PoSkodbe,
ki nastanejo zaradi delovanja RKZ, motijo tvorbo energije v celicah, kar celici onemogodi,
da bi vzdrzevala homeostazo kalijevih, natrijevih in kalcijevih ionov (Zadak in sod., 2009).

Reaktivne kisikove zvrsti povzrocijo peroksidacijo lipidov. V zacetni fazi kaskade lipidne
peroksidacije RKZ, predvsem hidroksilni radikal, reagirajo z veCkrat nenasiCenimi
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mascobnimi kislinami (VNMK), pri ¢emer nastane lipidni peroksilni radikal, ki v fazi
Sirjenja reagira s sosednjo lipidno molekulo, pri c¢emer nastane nov lipidni peroksilni
radikal. Kaskadna reakcija se nadaljuje do zaklju¢ne faze, ko antioksidanti (kot je na
primer vitamin E) oddajo vodikov atom in se reakcija kon¢a. Peroksidni modifikaciji so
podvrzeni tudi glikolipidi, fosfolipidi in holesterol (Ayala in sod., 2014). Zaradi lipidne
peroksidacije pride do sprememb v strukturi in pretoCnosti celiche membrane, kar
vpliva na razlicne segmente membranske funkcije, kot so ionski transport, receptorski
sistem, celi¢no signaliziranje in osmotski gradient (Stark, 2005; Yajima in sod., 2009).
Med sekundarne produkte lipidne peroksidacije priStevamo tudi aldehide, kot so MDA,
propanal, heksanal, 4-hidroksinonenal (4-HNE) (Ayala in sod., 2014).

Malondialdehid je nizkomolekularni aldehid, ki nastaja kot sekundarni produkt
razgradnje arahidonske Kkisline (encimsko) in peroksidacije VNMK (neencimsko).
Razgradnja MDA poteka s pomocjo encimov, vendar lahko reagira in poskoduje
celicne in tkivne beljakovine ali pride v stik z DNA bazami, pri Cemer se tvorijo DNA
adukti (Ayala in sod., 2014). PoviSana koncentracija MDA je bila dokazana pri razli¢nih
boleznih, poleg tega je MDA tudi obcutljiv pokazatelj kratkotrajnega delovanja zunanijih

onesnazevalcey, kot so na primer ksenobiotiki (Grotto in sod., 2009).
2.4 OKSIDATIVNI STRES IN PARODONTALNA BOLEZEN

Parodontalna bolezen je najpogostejSa kroni¢na okuzba obzobnih tkiv pri psih in
vodi v izgubo prirasti§€a zoba in posledi¢no v izgubo zoba (Kyllar in Witter, 2005;
Marshall in sod., 2014). Glavni etioloSki dejavnik parodontalne bolezni so bakterije
v zobnem plaku, ki s svojim delovanjem izzovejo vnetni odgovor organizma (Dahiya
in sod., 2013). Bakterijski lipopolisaharidi sprozijo nastajanje in spro$¢anje vnetnih
citokinov iz obzobnih tkiv, ki privabijo polimorfonuklearne levkocite na mesto okuzbe.
Slednji proizvedejo RKZ s pomoc&jo NADPH oksidaze, ki poleg patogenov poskodujejo
tudi tkiva gostitelja (Dahiya in sod., 2013). Vnetni procesi v ustni votlini (parodontalna
bolezen, okuzba koreninskega kanala in periapikalno vnetje) vplivajo na sistemsko
vnetje (Rawlinson in sod., 2011; Nemec in sod., 2013) in s tem na oksidativni stres
(Tomofuji in sod., 2008; Liu in sod., 2014). Studije, ki so bile namenjene ugotavljanju
sistemskega vpliva parodontalne bolezni na oksidativni stres so pokazale zmanj$ano

celokupno antioksidativho kapaciteto seruma pri ljudeh (Brock in sod., 2004; Liu in
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sod., 2014) in psih (Pavlica in sod., 2004) s parodontalno boleznijo. Studije pri ljudeh s
parodontalno boleznijo so pokazale pove€an obseg lipidne peroksidacije in posledi¢no
poviSano koncentracijo MDA v slini (Khalili in Biloklytska, 2008; Liu in sod., 2014) in
gingivalni tekocini (Akalin in sod., 2007), ne pa tudi v serumu pacientov (Akalin in sod.,
2007; Baltacioglu in sod., 2014). Kale in sod. (2012) so ugotovili znacilno povecano
aktivnost eritrocitne SOD pri ljudeh s parodontalno boleznijo v primerjavi z zdravimi
ljudmi ter povecCano aktivnost pripisali poveCanemu oksidativnemu stresu zaradi

parodontalne bolezni.

2.5 OKSIDATIVNI STRES IN SRCE

Sréna miSica pridobiva energijo iz razlicnih substratov, kot so mascobne kisline,
glukoza, laktat, ketoni in aminokisline. V fizioloSkih pogojih, ko je substrata dovolj, se
presnova nanasa predvsem na mascobne kisline, iz katerih nastanejo acetil koencim
A (acetil-CoA), NADH in FADH,,. Acetil koencim A se vkljuci v Krebsov cikel, nastane
Se veC NADH in FADH,. V procesu glikolize nastaneta ATP in piruvat. Slednji se vkljuCi
v Krebsov cikel, kjer ponovno nastajata NADH in FADH,, ki se kot kofaktorja v redoks
procesih vkljuCujeta v transportno verigo elektronov v mitohondrijih, kjer se v procesu
oksidativne fosforilacije tvori ATP. Konéni prejemnik elektronov je kisik, in ¢e pride do
pomanjkanja le-tega, pride do nezadostne oskrbe sréne miSice z energijo (Giordano,
2005; Nagoshi in sod., 2011).

Visoka energetska zmogljivost in visok delez aerobne presnove sta povezana tudi s
stalnim nastajanjem RKZ, predvsem zaradi uhajanja elektronov iz transportne verige v
mitohondrijih. Poleg Zze nastetih mehanizmov nastanka RKZ v celicah lahko nastanek
RKZ v srcu spodbudijo tudi citokini in rastni faktorji. Angiotenzin II, trombocitni rastni
dejavnik PDGF (angl., platelet-derived growth factor) in tumor nekroti¢ni dejavnik TNF
(angl., tumor necrosis factor) lahko na primer sprozijo nastanek vodikovega peroksida
in superoksida preko aktivacije NAD(P)H oksidaze tako v gladki miSi¢nini zil kot tudi v
drugih celicah, vklju€no s celicami miokarda (Giordano, 2005).

Sréno tkivo je neprestano podvrzeno nastajanjuin delovanju RKZ, zato so antioksidativni
mehanizmi, predvsem antioksidativni encimi SOD, GPX in CAT, zelo pomembni pri
omejevanju Skodljivih u€inkov RKZ (Singal in sod., 1998; Siti in sod., 2015).
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Vsak akutni ali kroni¢ni stres lahko porusi obcutljivo ravnovesje med RKZ in antioksidanti
v sréni misicnini in povzroCi oksidativni stres. Spremenjena celi¢na presnova vodi v
funkcionalne spremembe in poSkodbe sréne misice, kar se izrazi kot aritmije in miokardna

disfunkcija. Stresni dejavniki, ki vplivajo na redoks ravnovesje v srcu, delujejo preko

v v

fvoew

tvorba RKZ v taki miSi¢nini povec€ana (Singal in sod., 1998, Giordano in sod., 2005; Siti
in sod., 2015). Zaradi tega pride do poskodbe pomembnih biomolekul, ki spremenijo
obliko in funkcionalnost celice. Kontraktilnost miokarda se zmanj$a in nastane zaCaran
krog (Tsutsui in sod., 2011). Zaradi pospeSene apoptoze celic pride do disfunkcije
miokarda in v kon¢&ni fazi do odpovedi srca (Cesselli in sod., 2001).

2.5.1 Miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke

Miksomatozna degeneracija zaklopk je najpogostejSe obolenje srca pri psih (Ware,
2007; Olsen in sod., 2010). V vecini primerov gre za degeneracijo mitralne zaklopke,
prizadeta je lahko tudi trikuspidalna zaklopka. Najbolj pogosto se pojavi pri srednje
starih do starih, majhnih do srednje velikih psih (Ware, 2007).

NovejSe raziskave pri ljudeh (Hagler in sod., 2013) in psih (Freeman in sod., 2005;
Freeman in sod., 2006; Reimann in sod., 2014) so pokazale prisotnost oksidativhega
stresa pri MDMZ, vendar so molekularni mehanizmi in pomen oksidativhega stresa pri

MDMZ Se nepojasnjeni.

2.6 PROPOFOL

Propofol je ultrakratko delujoci hipnotik, ki ga uporabljamo za uvod v sploSno anestezijo,
za kratkotrajne diagnosti¢ne in kirurSke posege, za pomiritev in za vzdrzevanje splo$ne
anestezije s tehniko PIVA (popolna intravenska anestezija). Upoc€asni disociacijo
nevrotransmiterja gama-aminomaslene kisline (GABA; angl., gamma-aminobutyric
acid) od GABAA receptorjev in poveca njegov zaviralni u€inek na motori¢no aktivnost
in budnost, kar povzro€i hipnozo in amnezijo (Ying in Goldstein, 2005). Njegove
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farmakokineti¢ne lastnosti omogocajo hiter u€inek, kratkotrajno delovanje ter dokaj
hitro izlo€enje iz organizma (Vanlersberghe in Camu, 2008).

Propofol je bela vodna emulzija, ki poleg aktivhe uc€inkovine (10 mg/mL propofola)
vsebuje Se sojino olje, glicerol, jaj¢ni lecitin in natrijev hidroksid (Baker in Naguib, 2005).

Propofol izredno hitro prehaja skozi krvno mozgansko bariero, kar omogoca hitro
ucCinkovanje. Zelo hitro se prerazporedi v ostala, manj prekrvavljena tkiva, kot so
miSice in mascobno tkivo (Nolan in Reid, 1993; Zoran in sod., 1993). Presnova in
izlo€enje iz organizma sta izredno hitra, kar omogoca hitro zbujanje in okrevanje po
anesteziji (Nolan in Reid, 1993; Zoran in sod., 1993; Short in Bufalari, 1999). Propofol
se presnavlja v jetrih (Vanlersberghe in Camu, 2008), vendar je bilo pri ljudeh dokazano,
da se presnavlja tudi v ledvicah (Hiraoka in sod., 2005). Prva faza presnove propofola
pri psih poteka s pomocjo sistema citokromov P450, in sicer CYP2B11 (Hay Kraus in
sod., 2000), pri Cemer nastaja neaktivni metabolit hidroksipropofol. Sledi glukuronidacija
s pomocjo uridin difosfat glukuronosiltransferaze | ali vezava s sulfatnimi konjugati.
Presnovni produkti propofola se izloCajo pretezno z urinom, v manjSi meri tudi z Zol¢em
(Simons in sod., 1991). Propofol prehaja skozi posteljico in vstopi v krvotok plodov,

vendar se iz njega tudi hitro izloCi (Funkquist in sod., 1997).

Propofol povzro€i zmanj$anje sistemskega tlaka z neposrednim uc€inkom na Zilni tonus
in u€inkuje negativno inotropno na miokard (Pagel in Warltier, 1993; Wouters in sod.,
1995; Whitwam in sod., 2000). ZmanjSa intrakranialni tlak, perfuzijski tlak in porabo
kisika v mozganih (Pinaud in sod., 1990; Tobias, 2000).

2.6.1 Propofol in oksidativni stres

Z biokemi¢nega vidika je propofol alkilni fenol (2, 6-diizopropilfenol), saj vsebuje fenolno
OH-skupino, podobno kot vitamin E, s katero reagira s prostimi radikali in tvori fenoksilni
radikal, kar je znacilno za vse fenolne lovilce radikalov (Marik, 2004; Vasileiou in sod.,
2009). Tako kot vitamin E tudi propofol deluje sinergisticno z askorbinsko kislino,
vodotopnim antioksidantom, ki pretvori propofolov radikal v fenolno obliko (Tsuchiya in
sod., 2002). Intralipid, topilo za propofol, ima sicer antioksidantivno aktivnost, vendar
je ta v klini¢nih koncentracijah zanemarljiva (Demirylrek in sod., 1998; Vanlersberghe
in Camu, 2008).
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Raziskave in vitro so pokazale, da propofol zaradi svojega lipofilnega znacaja lahko
poveca fluidnost bioloskih membran in Se dodatno utrdi varovalne mehanizme celi¢ne
membrane proti fizikalnim in hemodinamskim stresorjem (Tsuchiya in sod., 2002; Bahri
in sod., 2007; Tsuchiya in sod., 2010).

Raziskave in vitro so tudi pokazale, da bi propofol lahko celo nadomestil vitamin E v
doloCenih okolis¢inah, predvsem kadar so zaloge vitamina E akutno iztroSene in jih je
treba na hitro nadomestiti (Hans in sod., 1996). Deloval naj bi kot ucinkovit inhibitor
peroksidacije lipidov, predvsem pri anesteziji za kardiovaskularno in transplantacijsko
kKirurgijo ali za pomiritev kriti€nih, umetno ventiliranih pacientov v intenzivni oskrbi s
sepso, hudimi opeklinami in podobno (Aarts in sod., 1995; Zhang in sod., 2004).
ZascCitno antioksidativno delovanje propofola je bilo dokazano v eksperimentalnih
modelih poSkodbe nekaterih pomembnih organov, kot so mozgani, jetra in srce (Kokita
in Hara, 1996; Young in sod., 1997; De La Cruz in sod., 1998; Navapurkar in sod.,
1998; Javadov in sod., 2000; Kotani in sod., 2008) ter v klinicnih raziskavahh pri
anesteziranih ljudeh (De La Cruz in sod., 1999).

Na kulturi endotelnih celic ¢loveskih popkovnih ven so dokazali, da propofol lahko zmanj3a
toksiCnost peroksidnega radikala z inhibicijo endotelijske sintaze dusSikovega oksida, ne
more pa prepreciti poSkodbe celic zaradi vpliva endotoksinov (Peng in sod., 2003).

Poleg tega, da propofol reagira z organoperoksilnimi radikali, je bilo dokazano, da
je propofol tudi lovilec peroksinitritov. Njegovo antioksidativho delovanje se izraza
bodisi v reakciji s peroksilnimi radikali in tvorbo manj Skodljivih fenoksilnih radikalov
bodisi v reakciji s peroksinitriti (Kahraman in DemirylUrek, 1997; Mouithys-Mickalad
in sod., 1998). Acquaviva in sod. (2004) so z raziskavo na celicah astroglije dokazali
nevroprotektivni u€inek propofola med anestezijo, saj ima antiapoptotiCen ucinek,

zmanjSa citotoksi¢nost in prepreci poSkodbo DNA zaradi peroksinitritov.

2.7 SEVOFLURAN

Glede na kemi€no sestavo je sevofluran fluorometil 2,2,2,-trifluoro-1-(trifluorometil) etil
eter. Gre za v mascobi topno molekulo, ki prehaja skozi alveolarno membrano, saj so
plju¢a vstopno in izstopno mesto anestetika (Shityakov in sod., 2015).

Sevofluran je slabo topen v krvi in v tkivnih razdelkih, kar omogoc¢a hiter uvod v
anestezijo in hitro prebujanje iz anestezije. Odstotek presnove sevoflurana je nekoliko
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vi§ji kot pri izofluranu (2 do 5 %), Ceprav hitro izlo€anje ucinkovine iz plju¢ ob&utno
zmanjSa kolicino anestetika, ki se presnovi v telesu (Smith in sod., 1996; Nishiyama in
Hanaoka, 1998). V prvi fazi presnove sevoflurana pride do oksidativhe dehalogenacije
in O-dealkilacije s kataliticnim u€inkom encimov sistema citohromov P450 (CYP2E1),
ki so prisotni predvsem v jetrih. V drugi fazi se nastali produkti zdruzijo s kemicnimi
spojinami, kot so glukuronska kislina, glicin, sulfatna ali metilna skupina. Spojine, ki
nastanejo pri teh konjugacijah, se izloCijo preko jeter in ledvic (Martis in sod., 1981;
Kharasch, 1995).

UcCinki sevoflurana na sréno zilni sistem so podobni u¢inkom izoflurana in so odvisni
od koli¢ine vdihanega anestetika (Bennet in sod., 2008; Abed in sod., 2014). Zaradi
vagoliticne aktivnosti sevoflurana se pri psih zvec€a frekvenca srca (Picker in sod.,
2001), zaviranje barorefleksne aktivnosti pa povzroC€i zmanjSanje sistemskega Zilnega

upora in posledi€no zmanjSanje krvnega tlaka (Bennett in sod., 2008).

2.7.1 Sevofluran in oksidativni stres

Halogenati sprozijo fenomen ishemicne predpriprave (Erturk, 2014). To je prilagoditveni
odgovor na kratkotrajne, subletalne epizode ishemije, kiomogoca zascito miokarda pred
kasnejSo smrtno nevarno ishemijo. Ishemicna predpriprava hlapnih anestetikov deluje
po poti celiCne signalizacije, pri kateri so udeleZeni od ATP-ja odvisni kalijevi kanalCki
v mitohondrijski membrani, RKZ, apoptotiCna kaskada, dusikov oksid in znotrajcelicni
presezek kalcijevih ionov. Pri tem naj bi hlapni anestetiki povzrocili nastanek prostih
kisikovih radikalov, ki delujejo kot zaCetniki signalne kaskade, ki zmanj$a proizvajanje
prostih kisikovih radikalov v mitohondrijih v Casu ishemije. Reaktivne kisikove zvrsti
namreC povzrocCijo aktivacijo mitohondrijskih, od kalija odvisnih ATP kanalCkov
domnevno preko aktivacije dolo¢ene izooblike proteinske kinaze C. Posledica tega
je manjSa depolarizacija mitohondrijskega membranskega potenciala in zmanjSan
elektrokemijski gradient za kalcijeve ione. Ishemicna predpriprava zmanjSa nalaganje
kalcijevih ionov v mitohondrijh ter odprtje mitohondrijskih por, kar zas€iti mitohondrije
pred poskodbo. Poleg tega se biorazpoloZljivost ATP poveca, nastanek RKZ vishemic¢ni
fazi pa zmanjSa (Kunst in Klein, 2015).

Hlapni anestetiki zmanj$ajo krcljivost miokarda in potrebo miokarda po kisiku, kar Se
dodatno za&¢iti sréno misico pred reperfuzijsko poskodbo (Suleiman in sod., 2008).



31
K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

Na izoliranih srcih buder je bilo dokazano, da hlapni anestetiki tudi zmanjSajo adhezijo
nevtrofilcev (Heindl in sod., 1999) in trombocitov na Zilno steno (Heindl in sod., 1998),
kar zmanj$a nastanek RKZ zaradi vnetnega odgovora (Lee in sod., 2015). Raziskave
na zivalskih modelih ishemi¢nega srca, med katerimi so tudi psi (Kunst in Klein, 2015),
so pokazale, da aplikacija halotana (Davis in sod., 1983), enflurana (van Ackern in
sod., 1985) ali izoflurana (Kersten in sod., 1997) pred prekinitvijo prekrvitve miokarda
s stisnjenjem koronarne aterije zmanjSa poskodbo miokarda po reperfuziji. Podobno
ucinkovanje sevoflurana so pokazale raziskave na misih (Redel in sod., 2009), budrah
(Riess in sod., 2005), psih (Toller in sod., 1999) in ljudeh (Yildirim in sod., 2009).
Hlapni anestetiki se priporoCajo pri anesteziji pacientov za kardioloSke posege, saj
omogocajo boljso zas¢€ito miokarda kot intravenski anestetiki (Landoni in sod., 2009).
V tem primeru gre bolj za preprecitev oziroma zmanjSanje nastajanja prostih radikalov
zaradi ishemije in reperfuzije kot za direktni antioksidantivni u€inek.

2.8 SPLOSNA ANESTEZIJA IN OKSIDATIVNI STRES

Znano je, da pri zdravih psih (Lee, 2012; Lee, 2013) in ljudeh (Tsuchiya in sod., 2008;
Kotzampassi in sod., 2009) sploSna anestezija in operativni posegi v splo$ni anesteziji

povzrocijo povecCan nastanek RKZ in oksidativni stres.

V nadaljevanju so izpostavljene pomembnejSe kliniéne raziskave, ki obravnavajo
ucinek razlicnih anestetikov in anestezijskih protokolov na oksidativni stres pri ljudeh in
pri Zivalih, zlasti pri psih. Literaturni podatki se nanasajo predvsem na ljudi z obolenjem
srca in zdrave pse, saj literaturnih podatkov o vplivu anestezije na oksidativni stres pri

psih s srénim obolenjem nismo nasli.

SploSna anestezija naj bi vplivala na koncentracijo vitamina E. Naziroglu in Gunay
(1999) sta ugotovila znacilno znizanje koncentracije vitamina E v serumu zdravih psov,
ki so bili anestezirani dve uri s hlapnim anestetikom enfluranom. Ceylan in sod. (2009)
so primerjali u€inek anestezije s propofolom in desfluranom na koncentracijo vitamina
E v serumu ljudi. Ugotovili so, da se je koncentracija vitamina E med anestezijo z
desfluranom znacilno znizala. Pri anesteziji s propofolom se koncentracija vitamina
E med anestezijo ni znacilno spremenila, vendar ni bilo znacilnih razlik v primerjavi

z anestezijo z desfluranom. Tudi Eroglu in sod. (2010) so ugotovili znacilno znizanje
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koncentracije vitamina E v pooperacijskem obdobju pri ljudeh, ki so bili anestezirani z
desfluranom. Braz in sod. (2015) so ugotovili znacilno znizano koncentracijo vitamina E
tako pri anesteziji z izofluranom kot pri anesteziji s propofolom, €eprav je pri anesteziji s
propofolom prislo do znacilnega zviSanja koncentracije gama tokoferola. Hans in sod.
(1991) so primerjali koncentracijo vitamina E ter vrednosti lipidno standardiziranega
vitamina E (vitamin E (LS)) med anestezijo ljudi, pri katerih je bilo potrebno opraviti
kirurSki poseg na hrbtenici. Primerjali so PIVA s propofolom ter anestezijo s tiopentalom
za uvod in izofluranom za vzdrzevanje anestezije. Vrednosti vitamina E in vitamina E

(LS) so ostale v mejah referencnih vrednosti ne glede na anestezijski protokol.

Veliko raziskav o vplivu anestezije na oksidativni stres tako pri psih kot tudi pri ljudeh je
osnovanih na ugotavljanju sprememb v celokupni antioksidativni kapaciteti. Doloc¢ali so
ucinek razli¢nih anestezijskih protokolov na celokupno antioksidativno (in oksidativno)
kapaciteto pri ljudeh (Baysal in sod., 2009; Yalcin in sod., 2013; Erbas in sod., 2015)
in psih (Lee, 2012; Lee, 2013). Pri psih so ugotavljali u€inek propofola in tiopentala v
indukcijskih odmerkih, pri ¢emer so anestezijo vzdrzevali z izofluranom. Izkazalo se
je, da je bil propofol bolj u€inkovit pri ohranjanju celokupne antioksidativhe kapacitete,
vendar je priSlo do poviSane oksidativne kapacitete in zmanjSane antioksidativhe
kapacitete pri obeh indukcijskih sredstvih, saj so bili psi v nadaljevanju anestezirani
z izofluranom 80 do 130 minut (Lee, 2012). Rezultati raziskave, kjer je bilo 12 psov
pasme beagle anesteziranih eno uro samo z izofluranom, so pokazali, da je imel
izofluran prooksidativni u€inek in da je zmanjSal antioksidativho kapaciteto plazme,
odvisno od ¢asa izpostavljenosti in koncentracije vdihanega anestetika (Lee, 2013).

Braz in sod. (2015) so ugotavljali antioksidativno zmogljivost plazme ter plazemsko
koncentracijo posameznih lipofilnih antioksidantov, med njimi alfa in gama tokoferola.
Ugotovili so, da je priSlo do pove€ane antioksidativhe zmogljivosti v plazmi pri obeh
anestetikih, med anestetikoma pa ni bilo razlik. Koncentracija alfa tokoferola se je pri
obeh anestetikih znizala, vendar med njima tudi tu ni bilo razlik. Koncentracija gama
tokoferola se je zviSala pri ljudeh, ki so bili anestezirani s propofolom, medtem ko je
ostala nespremenjena pri ljudeh, ki so bili anestezirani z izofluranom (Braz in sod.,
2015). Erbas in sod. (2015) so ugotovili poviSano celokupno antioksidativno kapaciteto
pri ljudeh, ki so bili anestezirani s propofolom ali sevofluranom, medtem ko je prislo do
poviSane oksidativne kapacitete v plazmi ljudi, ki so bili anestezirani z desfluranom.

Yalcin in sod. (2013) so primerjali anestezijo s sevofluranom in desfluranom pri
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zenskah, pri katerih so opravili carski rez v splosSni anesteziji. ZnacCilnih razlik v
celokupni antioksidativni kapaciteti niso ugotovili, vendar sta oba anestetika povzrocila
zmanjSanje celokupne oksidativne kapacitete, pri Cemer je bil sevofluran bolj uspesen.

Antioksidativha encima GPX in SOD sta prva obrambna linija proti Skodljivim u€inkom
RKZ (Valko in sod., 2007). Med raziskavamimi, ki so jih izvedli na poskusnih Zivalih,
je najbolj znana raziskava Allaouchiche in sodelavcev (2001) na prasicih. Primerjali
so ucinek anestezije s propofolom, sevofluranom in desfluranom na parametre
oksidativnega stresa (MDA, GPX in SOD) tako v plazmi kot v bronhialnem izpirku.
Po Stiriurni anesteziji niso ugotovili znacilnih sprememb aktivnosti SOD v plazmi in
bronhialnem izpirku pri nobenem anestezijskem protokolu. Aktivnost GPX se je znacilno
zmanjSala v obeh medijih pri anesteziji z desfluranom. Nasprotno pa je pri anesteziji
s propofolom priSlo do znacilno poviSane aktivnosti GPX v obeh medijih, medtem ko
sevofluran ni povzrocil znacilnih sprememb (Allaouchiche in sod., 2001).

Raziskav, kjer so ugotavljali uCinek anestezije na aktivhost GPX in SOD pri psih, ni
veliko. Naziroglu in Gunay (1999) nista ugotovila znacilnih sprememb v aktivnosti
GPX v serumu psov, ki so bili anestezirani dve uri z enfluranom. Lee in Kim (2012)
sta primerjala tri anestezijske protokole: v prvi skupini so za uvod in vzdrzevanje
anestezije uporabili izofluran, v drugi skupini so za uvod v anestezijo uporabili propofol,
anestezijo pa so vzdrzevali z izofluranom, pri tretji skupini pa so za uvod in vzdrzevanje
anestezije uporabili propofol. Anestezija je trajala eno uro. Pri nobeni skupini psov ni
prislo do znacilnih sprememb v aktivnosti GPX. Aktivhost GPX se je pri psih, pri katerih
so anestezijo vzdrzevali z izofluranom, s trajanjem anestezije manjSala, medtem ko
se je aktivhost GPX pri psih, ki so bili anestezirani s propofolom povecevala, vendar
spremembe niso bile znacilne. Aktivhost SOD se je znacilno zmanjSala le pri psih, pri
katerih so anestezijo vzdrzevali z izofluranom.

Koksal in sod. (2004) so primerjali u€inke anestezije s sevofluranom in desfluranom pri
ljudeh na koncentracijo MDA in na aktivhost SOD v plazmi pred indukcijo v anestezijo,
pred kirurSkim vrezom in na koncu anestezije. Ugotovili so pove€ano aktivnost SOD
v plazmi pri tistih, ki so bili anestezirani z desfluranom, medtem ko pri ljudeh, ki so bili
anestezirani s sevofluranom, ni prislo do znacilnih sprememb. Turkan in sod. (2004) so
primerjali vpliv anestezije s halotanom, enfluranom in izofluranom na aktivhost SOD in
GPX tako v plazmi kot v lizatu eritrocitov. Izsledki raziskave kazejo na razli€ne ucinke

preiskovanih anestetikov na antioksidativhe encime tako v plazmi kot v eritrocitih, pri
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Cemer so bile vec€je spremembe vidne v aktivnosti encimov v hemolizatih eritrocitov.
Tri dni po uvodu v anestezijo s halotanom in enfluranom je bila aktivhost GPX v plazmi
znacilno povefana, medtem ko je priSlo do znacilnega zmanjSanja aktivnosti GPX v
eritrocitih pri anesteziji s halotanom in izofluranom eno uro, en dan in tri dni po uvodu
v anestezijo. Aktivhost SOD v eritrocitih je bila znacilno manj$a eno uro po uvodu v
anestezijo s halotanom in enfluranom. Ceylan in sod. (2009) so ugotavljali aktivnost
GPXin SOD eno uro in 12 ur po uvodu v anestezijo v serumu ljudi, ki so bili anestezirani
samo s propofolom ali z desfluranom po uvodu v anestezijo s propofolom. Aktivhost
encimov GPX in SOD se ni znacCilno spremenila. Akin in sod. (2015) so ugotavljali
uCinek anestezije s sevofluranom, desfluranom in propofolom po uvodu v anestezijo
s propofolom na aktivhost GPX po koncu posega, 24 ur in 48 ur po posegu. Aktivhost
GPX je bila znacilno vecja pri anesteziji s sevofluranom in propofolom, medtem ko pri
anesteziji z desfluranom ni prislo do znacilnih sprememb v aktivnosti GPX.

Malondialdehid je pokazatelj stopnje lipidne peroksidacije in posredno tudi obseznosti
oksidativnih poskodb lipidov (Akin in sod., 2015). Pri psih, ki so bili anestezirani z
enfluranom, se je koncentracija MDA med anestezijo znacilno zviSala (Naziroglu in
Gunay, 1999). Yarsan in sod. (2010) so primerjali u€inek halotana in izoflurana na
plazemsko koncentracijo MDA pri psih, ki so bili anestezirani zaradi razliCnih kirurskih
posegov. Spremembe v koncentracijiMDAniso bile znacilne, vendar je bila koncentracija
MDA pri anesteziji s halotanom nizja kot pri anesteziji z izofluranom, vrednosti pa so
se vrnile na zacCetni nivo v 24 urah. Simeonova in sod. (2004) so primerjali u€inek
treh anestezijskih protokolov na lipidno peroksidacijo pri psih. Ugotovili so, da
anestezija s halotanom povzro€i znacilno poviSanje koncentracije plazemske MDA v
primerjavi s psi, ki so bili anestezirani s kombinacijo fentanila in halotana, ter s psi,
ki so prejeli lumbosakralno epiduralno anestezijo. Allaouchiche in sod. (2001) so na
prasi€ih ugotovili visjo koncentracijo MDA pri anesteziji z desfluranom in celo znizano
koncentracijo MDA pri anesteziji s propofolom. Anestezija s sevofluranom ni povzrocila
znacilnih sprememb v koncentraciji MDA. UCinek sevoflurana na koncentracijo MDA v
plazmi ljudi so ugotavljali tudi Orosz in sod. (2014), ki niso ugotovili znacilnih sprememb
v koncentraciji MDA po krajSem kirurSkem posegu. Raziskave pri ljudeh so pokazale
znacilno visje koncentracije MDA pri anesteziji z desfluranom v primerjavi z anestezijo s
sevofluranom (Koksal in sod., 2004; Sivaci in sod., 2006). Podobno poviSanje MDA so
Ceylan in sod. (2009) ugotovili pri anesteziji z desfluranom v primerjavi s propofolom,
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pri ¢emer so se vrednosti MDA med anestezijo s propofolom celo znizale. Akin in
sod. (2015) so s primerjavo anestezije s sevofluranom, desfluranom in propofolom
na koncentracijo MDA pri ljludeh ugotovili, da so bile koncentracije MDA dva dni po

anesteziji s sevofluranom in propofolom nizje v primerjavi z anestezijo z desfluranom.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 ZIVALI

V raziskavo smo vklju€ili 30 lastniSkih psov s parodontalno boleznijo (12 brez in 18 z
MDMZ), pri katerih smo opravili stomatolo$ki poseg v splosni anesteziji. Starost, spol,
pasma in telesna masa psov so prikazani v Tabeli 1.

Pred vkljuCitvijo psa v raziskavo smo lastnika seznanili s potekom in namenom
raziskave in pridobili pisno soglasje za sodelovanje v raziskavi (Priloga 1). Raziskavo
je odobrila Nacionalna eti¢nha komisija. Vsi postopki so potekali v skladu z veljavno
slovensko zakonodajo (Zakon o za&¢iti zivali UL RS, 43/2007).

Tabela 1: Starost, spol, pasma in telesna masa psov

Table 1: Age, sex, breed and body weight of dogs

SKUPINA | ST.PSA | STAROST (meseci) SPOL |PASMA | TELESNA MASA (kg)
Group Dog No Age (months) Sex Breed Body weight (kg)
PS/K K1 140 M(K) |X 8,08
(n=8) K3 67 M CKCS 12,34

K5 114 Z(S) | X 31,7

K9 125 M BIG 20,5

K10 120 M NKP 23,2

K12 70 z BT 23,7

K13 87 M MO 13,8

K18 87 M(K) |BC 28,1
P/K K6 106 z TT 1,2
(n=10) K7 108 z JKP ] 7

K8 61 z CKCS 9,74

K11 62 M PS 8,38

K14 181 M(K) |X 10,26

K15 108 M BC 17,86

K16 158 M X 13,04

K17 146 M IS 31,65

K29 53 Z(S) |FCR 32,3

K31 76 z RWD 12,45
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PS/Z 19 9 M BT 24,65

(n=12) 20 107 M BT 29,5
21 97 Z(S) |LR 36
22 55 Z(S) |GH 25,1
23 52 M(K) | X 18,9
24 63 Z(S) X 17,44
25 63 M(K) |BC 24,3
26 61 Z(S) |KCS 7,98
27 83 Z(S) |MN 23,75
28 52 M NO 39,7
30 89 Z(S) |X 13,4
32 116 M RWD 16,58

LEGENDA: PS/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; P/K — psi z MDMZ,
anestezirani s propofolom; PS/Z — psi brez MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; n — Stevilo
psov v skupini; M — moski spol; M (K) — samec, kastriran; Z — Zenski spol; Z (S) — samica, sterilizirana; BC
— mejni ovéar; BIG — beagle; BT — bulterier; CKCS — kavalir kralja Karla; FCR — gladkodlaki prinasalec;
GH — veliki angleski hrt; IS — irski seter; JKP — kratkodlaki pritlikavi jazbe&ar; KCS — $panijel kralja Karla;
LR — labradorec; MN — belgijski ov€ar malinois; MO — mops; NKP — nemski kratkodlaki pti¢ar; NO —
nemski ovéar; PS — pritlikavi $navcer; RWD — romanski vodni pes; TT — tibetanski terier; X — me$anec.
LEGEND: PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane; P/K— dogs with MMVD
anaesthetized with propofol; PS/Z — dogs without MMVD anaesthetized with propofol and sevofilurane; n
— number of dogs in the group; M — male; M (K) — male, castrated: Z — female; Z (S) — female, neutered:;
BC — border collie; BIG — beagle; BT — bullterrier;: CKCS — cavalier King Charles spaniel; FCR — flat
coated retriever; GH — greyhound; IS — irish setter; JKP — miniature dachshund; KCS — King Charles
spaniel; LR — labrador retriever; MN — malinois; MO — pug; NKP — german short-haired pointing dog;
NO — german shepherd; PS — miniature schnauzer; RWD — romagna water dog; TT — tibetan terrier;

X — mixed breed.

3.1.1 Kiriteriji za vklju€itev psov v raziskavo

V raziskavo smo vkljucili pse, pri katerih je bilo potrebno opraviti stomatoloSki poseg
zaradi parodontalne bolezni (CiS€enje zobnih oblog ter zdravijenje in/ali izdiranje
parodontalno prizadetih in/ali travmatsko poSkodovanih zob) v splo$ni anesteziji, ki je
trajala vsaj eno uro.

Pogoj za vkljuCitev v raziskavo je bila odsotnost drugih kroni¢nih sistemskih bolezni
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(alergije, kroni¢ne nefropatije, endokrinopatije, hepatopatije), onkoloskih obolen;,
akutnih bolezenskih stanj (infekcijske bolezni, posSkodbe, vnetna stanja), drugih
obolenj srca razen MDMZ ACVIM B1 in B2 (po klasifikaciji AmeriSkega kolegija za
interno veterinarsko medicino (ACVIM; angl., American College of Veterinary Internal
Medicine)) (skupini PS/K in P/K, 18 psov) oziroma odsotnost bolezni srca (skupina
PS/Z, 12 psov) ter starost nad 9 mesecev in manj kot 14 let. I1zkljuCitveni kriterij so
bila tudi cepljenja, anestezije ali kakrSnokoli zdravljenje mesec dni pred vkljucitvijo v
raziskavo, aplikacija antiparazitikov do 14 dni pred posegom ter aplikacija vitaminsko-
mineralnih dodatkov do en mesec pred anestezijo in znane nezelene reakcije na
propofol, sevofluran ali katerokoli od uporabljenih u€inkovin.

3.1.2 Dolocitev zdravstvenega statusa psov

Zdravstveni status psov smo ovrednotili na podlagi anamneze, klinicnega pregleda in
krvnih preiskav. Z ambulantnim pregledom ustne votline smo ocenili, ali pes potrebuje
stomatoloski poseg. AnamnestiCne podatke smo pridobili s pomocjo vprasalnika
(Priloga 2), ki smo ga izpolnili skupaj z lastnikom psa. Pri klinicnem pregledu smo se
osredotoCili na splosni izgled Zivali, barvo sluznic in ¢as polnjenja kapilar, temperaturo,
frekvenco srca in perifernega pulza, frekvenco in vzorec dihanja ter avskultacijo
srca in pljuC. Rezultati izbranih hematoloskih in biokemijskih parametrov (povprecja
t standardni odklon (SD; angl., standard deviation)) so prikazani v Prilogah 3 in 4.
Vrednosti izbranih hematoloskih in biokemijskih parametrov so bile znotraj referencnih
vrednosti (Bush, 1991; Moritz in sod., 2004; Nemec Svete in Frangez, 2013).

V kontrolno skupino smo vkljuc€ili 12 psov brez MDMZ, medtem ko smo pri 18 psih,
pri katerih je bil ugotovljen Sum 2. do 3. stopnje na levi strani prsnega kosa, opravili
kardiolo$ki pregled, ki je vkljuCeval ponovno avskultacijo srca in natan¢en ultrazvocni
pregled. Rezultati meritev ultrazvoCnih parametrov za potrditev in uvrstitev psov
po klasifikaciji ACVIM (Atkins in sod., 2009) so strnjeni v Prilogi 5. Razmerje med
premerom levega preddvora in korena aorte (LA/Ao; angl., left atrium:aortic root ratio)
smo izmerili v desnem parasternalnem pre¢nem dvodimenzionalnem preseku (2D).
Iztisni delez levega prekata (LVEF; angl., left ventricular ejection fraction) smo izmerili
z metodo diskov po Simpsonu v desnem (2D) vzdolZznem parasternalnem preseku.
Sréno frekvenco smo doloCili iz povpredja treh frekvenc med ultrazvo&nimi meritvami,
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hitrost E vala mitralnega pritoka (MVE Vel; mitral E wave velocity) pa smo merili v levem
apikalnem preseku $tirih votlin. Ultrazvocni pregled srca smo opravili z aparatoma Vivid
E9 ali Vingmed System Five (Vingmed System Five ali VIVID E9, General Electric
Healthcare, Fairfield, Connecticut, ZDA). Ultrazvone preglede je opravil isti izkuSen

pregledovalec.

3.2 ANESTEZIJSKI PROTOKOLI

Anestezijski protokoli so vklju€evali minimalni spekter uc€inkovin, vendar znotraj meja
strokovnosti in eti¢nosti, da smo psom zagotovili ustrezen potek anestezije ter ustrezno
medoperacijsko in pooperacijsko analgezijo.

Psi so bili teS¢i vsaj 12 ur, vodo pa so imeli na razpolago do posega. Premedicirali smo
jih zmorfijem (0,3 mg/kg s.c.; Morphinijev Chl., Alkaloid Skopje, Republika Makedonija).
Tik pred uvodom v anestezijo, to je 15 minut po premedikaciji, smo pse preoksigenirali
5 minut s 100 % kisikom (2 L/min). V anestezijo smo jih uvedli s propofolom (3—6 mg/
kg i.v.; Norofol, Norbrook Laboratories Ltd, Newry, Severna Irska). Po izgubi zavesti
in grinega refleksa smo uvedli tubus v sapnik in pse prikljuCili na krozni dihalni sistem.
Med anestezijo so spontano dihali 100 % kisik (2 L/min). Po uvodu v anestezijo
smo pse z MDMZ naklju¢no razdelili v dve skupini: pri P/K skupini (10 psov) smo
anestezijo vzdrzevali s propofolom i.v. (0,3-0,6 mg/kg/min), pri skupini PS/K (8 psov)
pa s sevofluranom (FE'Sevo 2-3 %; Sevorane, Abbott Laboratories, UK). Pri kontrolni
skupini psov brez MDMZ PS/Z (12 psov) smo anestezijo, enako kot pri PS/K skupini,
vzdrzevali s sevofluranom. Med anestezijo so vsi psi prejemali vzdrzevalno teko€insko
terapijo, in sicer sestavljen natrijev laktat (5 mL/kg/h; Hartmannova raztopina, B. Braun,
Melsungen AG, Nemcija). Med posegom smo po potrebi (izboljSanje medoperacijske
analgezije) injicirali ketamin (0,5 mg/kg i.v.; Narketan, Vétoquinol GmbH, Ravensburg,
Nemcija) in/ali levobupivakain (1—-2 mg/kg perinevralno; Chirocaine, AbbVie S.r.l.,
Campoverde LT, Italija), ki smo ga uporabili za inferiorno alveolarno in/ali infraorbitalno
regionalno blokado. Psom smo aplicirali antibiotik cefazolin (20 mg/kg i.v.; Cefamezin,
Krka d.d., Novo mesto, Slovenija), in sicer po uvodu v anestezijo ter dve uri po prvi
aplikaciji, Ce je bilo klini¢no indicirano.

Med anestezijo smo spremljali koncentracijo CO, na koncu izdiha (PE'CO,),
koncentracijo hlapnega anestetika v vdihani in izdihani plinski zmesi (RGM 5250;
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Ohmeda, Louisville CO, ZDA), telesno temperaturo (digitalni termometer FT 15/1;
Beurer GmbH, Ulm, Nem(cija), elektrokardiografsko aktivnost srca in srcni utrip (M7000
Portable Vet Monitor; Guangdong Biolight Meditech Co., Ltd., Zhuhai, Kitajska) ter
neinvazivno merili krvni tlak s pomocjo Dopplerjevega merilca krvnega tlaka (model
811, Parks Medical Electronics, Beaverton, Oregon, USA).

Po posegu so psi prejemali sestavljen natrijev laktat (2 mL/kg i.v.) do odpusta. Odvisno
od posega in pooperacijskih zahtev smo psom aplicirali morfij (0,3 mg/kg na 3 do 4 ure
s.C.), 6 ur po uvodu v anestezijo (po zadnjem odvzemu krvi) pa so prejeli Se karprofen
(4 mg/kg i.v.; Rimadyl, Orion Pharma Animal Health, Sollentuna, Svedska).

Vsi psi so bili najkasneje v 12 urah po posegu odpusceni vdomaco oskrbo z ustrezno
protibole€insko in antibiotiCno terapijo; njeno trajanje je bilo odvisno od invazivnosti

posega in klinicne indikacije.

3.3 RAZDELITEV PSOV GLEDE NA STANJE USTNE VOTLINE IN ZOB

V splosni anesteziji smo pri vseh psih najprej opravili natancen pregled ustne votline,
zob in obzobnih tkiv, vklju€no z rentgenskim slikanjem vseh zob. Na podlagi klinicnega in
rentgenskega izvida smo v skladu z uradno veljavno nomenklaturo AmeriSkega kolegija
za veterinarsko stomatologijo (AVDC; angl., American Veterinary Dental College)
za vsak zob dolocili stopnjo napredovanja parodontalne bolezni in/ali travmatskih
poskodb zob (zlomljeni in zabarvani zobje). Pri prvi stopnji parodontalne bolezni (PD1)
je prisotno vnetje dlesni brez izgube prirastiS€a zoba. Pri zgodnjem parodontitisu
(2. stopnja parodontalne bolezni, PD2) je izgubljenega do 25 % prirastiS€a zoba, pri
zmernem parodontitisu (3. stopnja parodontalne bolezni, PD3) je izgubljenega 25 %
do 50 % prirastiS¢a zoba, medtem ko je pri napredovalem parodontitisu (4. stopnja
parodontalne bolezni, PD4) izgublienega ve€¢ kot 50 % prirastiSs¢a zoba (AVDC
Nomenclature Committee, 2016). V raziskavo smo vkljucili le pse, ki so imeli vecino
zob. Za potrebe statistiCne analize smo jih razdelili v dve skupini na podlagi Stevila
prizadetih zob (bodisi s parodontitisom in/ali travmatsko poSkodbo zob): pse, ki so
imeli prizadetih manj ali enako kot 25 % zob (P1 < 25 %) in pse, ki so imeli prizadetih
vec kot 25 % zob (P2 > 25 %). Podatki o zdravstvenem stanju ustne votline psov so

navedeni v Prilogi 6.
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3.4 ODVZEM IN PRIPRAVA VZORCEV KRVI

Kri za dolo¢anje pokazateljev oksidativnega stresa ter hematoloskih in biokemijskih

preiskav smo odvzeli iz jugularne in/ali cefalne vene.

Vzorce krvi za doloCanje pokazateljev oksidativhega stresa (vitamin E, ACW, ACL,
MDA, SOD in GPX) in koncentracije holesterola in trigliceridov (za potrebe lipidne
standardizacije vitamina E) smo odvzeli stirikrat, in sicer tik pred uvodom v anestezijo
(bazalne vrednosti), 5 in 60 minut ter 6 ur po uvodu v anestezijo. Vzorce krvi za
hematoloske in biokemijske preiskave smo odvzeli le enkrat, to je pred vkljucitvijo zZivali

v raziskavo (Prilogi 3 in 4).

Vzorce krvi za hematoloSke preiskave (krvna slika z diferencialno belo krvno sliko) smo
odvzeli v 0,5-mL epruvete z antikoagulantom trikalijeva sol etilendiamintetraocetne
kisline (K3EDTA) (BD Microtainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, ZDA).
Analize vzorcev smo opravili v roku ene ure po odvzemu krvi. Krvna slika vkljuCuje
Steviléno koncentracijo levkocitov, Steviléno koncentracijo eritrocitov, koncentracijo
hemoglobina v vzorcu, hematokrit ter Steviléno koncentracijo trombocitov. Diferencialna
bela krvna slika zajema Steviléno koncentracijo nevtrofilcev, limfocitov, monocitov,
eozinofilcev, bazofilcev in Stevilo heterogenih celic brez peroksidazne aktivnosti (LUC;
angl., large unstained cells).

Vzorce krvi za pridobitev seruma, v katerem smo dolocili biokemijske parametre
(koncentracijo elektrolitov (natrij (Na), kalij (K), klorid (Cl)), glukoze, se€nine, kreatinina,
kalcija, celokupnih beljakovin, albuminov, holesterolain trigliceridov ter aktivnost alkalne
fosfataze in alanin aminotransferaze), smo odvzeli v 4-mL epruvete s separacijskim
gelom in dodatkom aktivatorja koagulacije (Vacuette; Greiner Bio-One, Kremsmunster,
Avstrija). Za pridobitev seruma smo vzorce centrifugirali 10 minut pri 1300 x g pri sobni

temperaturi. Biokemijske preiskave smo opravili na dan odvzema vzorcev.

Kri za doloCanje plazemske koncentracije MDA smo odvzeli v 2-mL epruvete s K,EDTA
antikoagulantom (Vacuette; Greiner Bio-One, Kremsmdunster, Avstrija) in jo takoj
po odvzemu centrifugirali 15 minut pri 1500 x g pri temperaturi 4 °C. Po konCanem
centrifugiranju smo odpipetirali 2-krat 300 pL plazme v epruvetke za zamrzovanje.
Vzorce plazme smo do analize takoj zamrznili pri temperaturi -80 °C.
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Kri za doloCanje aktivnosti GPX v hemolizatu polne krvi smo odvzeli v 2-mL epruvete
z antikoagulantom litijevim heparinom (Greiner Bio-One Vacuette, Kremsmdunster,
Avstrija). Dvakrat po 300 pL polne heparinske krvi smo odpipetirali v epruvetke za

zamrzovanje in vzorce do analize zamrznili pri temperaturi -80 °C.

Kri za doloCanje aktivnosti SOD v hemolizatu eritrocitov smo odvzeli v 2-mL epruvete
z antikoagulantom litijevim heparinom (Greiner Bio-One Vacuette, Kremsmdunster,
Avstrija). Hemolizat eritrocitov smo pripraviliv skladu znavodili proizvajalcareagencnega
kompleta Ransod (RANDOX, Crumlin, Velika Britanija), ki smo ga uporabili za dolo¢anje
aktivnosti SOD. V dve 15-mL centrifugirki smo odpipetirali po 500 uL polne heparinske
krvi in vzorec centrifugirali 10 minut pri 1300 x g, pri temperaturi 4 °C. Po centifugiranju
smo plazmo zavrgli, sediment krvnih celic pa 4-krat sprali s 3 mL fizioloSke raztopine
(0,9 % natrijev klorid; Braun, Melsungen, Nemcija) ohlajene pri temperaturi 4 °C.
Vzorce smo po vsakem dodatku fizioloSke raztopine rahlo premesali in centrifugirali 10
minut pri 1300 x g, pri temperaturi 4 °C. Po Cetrtem centrifugiranju smo sedimentu celic
dodali 2 mL redestilirane vode (Aqua redestilata, Pliva, Zagreb, Hrvaska), ohlajene
pri temperaturi 4 °C ter 15 minut inkubirali v hladilniku pri temperaturi 2—-8 °C. Tako
pripravljene vzorce hemolizata eritrocitov smo razdelili v epruvetki za zamrzovanje in

vzorce hemolizata do analize shranili v zamrzovalniku pri temperaturi -80 °C.

Kri za dolo€anje koncentracije vitamina E, ACW in ACL smo odvzeli v 2 mL epruveto
z antikoagulantom litijevim-heparinom (Greiner Bio-One Vacuette, Kremsmdunster,
Avstrija). Vzorce krvi smo centrifugirali 15 minut pri 1500 x g pri temperaturi 4 °C.
Po centrifugiranju smo plazmo odpipetirali v epruvetke za zamrzovanje (2 x po 250
ML za ACW in ACL; 1 x po 250 pL za vitamin E). Vzorce smo do analize zamrznili pri
temperaturi -80 °C.

3.5 METODE DOLOCANJA KRVNIH PARAMETROV

HematoloSke in biokemijske preiskave ter dolo¢anje aktivnosti GPXin SOD smo opravili
v diagnosti¢nem laboratoriju Klinike za male Zzivali Veterinarske fakultete Univerze
v Ljubljani. Dolo€anje koncentracije vitamina E v plazmi smo opravili v laboratoriju
Indtituta za varno hrano, krmo in okolje Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani.
Dolocanje koncentracije MDA smo opravili v laboratoriju na Katedri za biofarmacijo in



43
K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

farmakokinetiko Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani. DoloCanje koncentracije
ACL in ACW smo opravili v kemijskem laboratoriju Katedre za prehrano Oddelka za
zootehniko Biotehni¢ne fakultete Univerze v Ljubljani.

3.5.1 Hematoloske in biokemijske preiskave

Hematoloske preiskave smo izvedli na avtomatskem hematoloSkem analizatorju Advia
120 (Siemens, Minchen, Nemcija), ki deluje po principu pretone citometrije z lasersko
svetlobo in je namenjen uporabi v veterinarski medicini. Biokemijske parametre, z izjemo
dolocitve koncentracije Na, Kin Cl, smo dolo¢ali zavtomatskim biokemijskim analizatorjem
RX Daytona (RANDOX, Crumlin, Velika Britanija). Koncentracijo Na, K in Cl smo dologili
z analizatorjem za elektrolite (llyte Na/K/Cl; Instrumentation Laboratory, Lexington, MA,

ZDA), katerega meritve koncentracij temeljijo na ionoselektivnih elektrodah.

3.5.2 Dolo¢anje vitamina E in lipidna standardizacija vitamina E

Za doloCanje vitamina E smo uporabili nekoliko modificiran analizni postopek, opisan
v literaturi (Zhao in sod., 2004; Sivertsen in sod., 2005). V epruveto smo prenesli 0,1
mL vzorca plazme in ga zmeSali z 1 mL etanola. Epruveto smo stresali na vorteksu
10 sekund. MeSanici smo dodali 3 mL n-heksana in jo ponovno tresli na vorteksu
10 sekund. Ko sta se plasti loCili, smo odpipetirali 2 mL zgornje heksanske faze in
jo posusili do suhega pri priblizno 35 °C pod vakuumom (Syncore Reactor R-48,
Buchi, Flawil, Switzerland). Suh ostanek smo raztopili v 2 mL metanola. Koncentracijo
vitamina E smo doloCili s tekoCinsko kromatografijo (HPLC; angl., high performance
liquid chromatography) s fluorescencno detekcijo. Rezultate smo ovrednotili s pomocjo
umeritvene krivulje, ki smo jo pripravili z uporabo standardnih raztopin alfa-tokoferola
(Sigma, St Louis, MO, USA). Uporabili smo sistem za tekoCinsko kromatografijo (Waters
Alliance 2695, Waters, Milford, MA, USA), opremljen s kolono uBondapak C18, 10
pm, 3.9 x 300 mm (Waters), fluorescencnim detektorjem Waters 474 in programom
Millennium za vodenje sistema in obdelavo podatkov. Za mobilno fazo smo uporabili
metanol s pretokom 2 mL/min. Injekcijski volumen je bil 20 pL, lo¢evanje na koloni je
potekalo pri sobni temperaturi, za detekcijo pa smo uporabili valovno dolzZino vzbujanja
295 nm in emisije 330 nm. Koncentracijo vitamina E smo izrazili v mikromolih na liter

plazme (umol/L).
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Vrednosti lipidno standardiziranega vitamina E smo izracunali kot razmerje med
plazemsko koncentracijo vitamina E (umol/L) in vsoto koncentracij celokupnega
holesterola (mmol/L) in trigliceridov (mmol/L) v serumu (Thurnham in sod., 1986;
Winbauer in sod., 1999).

3.5.3 Dolo¢anje koncentracije malondialdehida v plazmi

Koncentracijo MDA v plazmi smo dolocili s tekoCinsko kromatografijo (LC; angl.,
Liquid Chromatography), sklopljeno s tandemskim masnim spektrometrom (MS/MS).
Vzorce plazme smo derivatizirali z 2,4-dinitrofenilhidrazinom (Czauderna in sod.,
2011) in derivat MDA analizirali s sistemom Agilent 1290 Infinity LC, sklopljeno z
Agilent 6460 trojnim kvadrupolnim masnim analizatorjem, opremljenim z JetStreamTM
virom elektrorazprSevalne ionizacije (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, ZDA).
Za kvantifikacijo derivata smo izbrali multirezidualno metodo vzor€enja, pri cemer
smo spremljali masni prehod m/z iz 235,1 na 159,2. Koncentracijo MDA smo izrazili v

mikromolih na liter plazme (umol/L).

3.5.4 Dolocanje aktivnosti superoksidne dismutaze v hemolizatu eritrocitov

Aktivnost SOD smo dolocali spektrofotometricno na avtomatskem biokemijskem
analizatorju (RX-Daytona, Randox, Crumlin, Velika Britanija) z reagen¢nim kompletom
Ransod (Ransod kit, Randox, Crumlin, Velika Britanija). Reagencni komplet temelji na
metodi McCorda in Fridovicha (1969). V uporabljeni metodi je sistem za proizvodnjo
superoksidnih radikalov pripravljen iz ksantina in ksantin oksidaze. Indikatorska
spojina je 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolijev klorid (INT), ki reagira s
superoksidnim radikalom v rdece barvilo formazan. Aktivhost SOD smo merili s stopnjo
inhibicije te reakcije. Iz umeritvene krivulje odstotka inhibicije standardnih raztopin
(kalibratorja) in z desetiSkim logaritmom koncentracije (U/mL) smo dolocili aktivnosti
SOD v naSih vzorcih. Aktivnost SOD smo izrazili v enotah (U; angl., units) na gram

hemoglobina (U/g Hgb).

3.5.5 Dolocanje aktivnosti glutation peroksidaze v polni krvi

Aktivnost GPX v vzorcu polne krvi smo dolocili spektrofotometricno na avtomatskem
biokemijskemanalizatorju (RX-Daytona, Randox, Crumlin, Velika Britanija) zreagencnim
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kompletom Ransel (Ransel kit, Randox, Crumlin, Velika Britanija). Uporabljeni reagencni
komplet temelji na metodi, ki sta jo kot prva opisala Paglia in Valentine (1967). Metoda
doloCanja temelji na posrednem dolo€anju aktivnosti GPX. Ta katalizira oksidacijo
reduciranega glutationa s sinteticnim kumen hidroperoksidom. Pri tej reakciji nastali
oksidirani glutation disulfid se v indikatorski reakciji z glutation reduktazo in ob prisotnosti
reducirane oblike koencima nikotinamidadenindinukleotidfosfata (NADPH) prevede v
reducirani glutation in oksidirano obliko koencima nikotinamidadenindinukleotidfosfata
(NADP+). Hitrost oksidacije NADPH, ki jo merimo kot padec absorbance pri 340 nm,
je premosorazmerna aktivnosti GPX v vzorcu. Aktivnost glutation peroksidaze smo
izrazili v enotah na g hemoglobina (U/g Hgb).

3.5.6 Dolo¢anje antioksidativne kapacitete v vodi in v mas¢obi topnih
antioksidantov

Metoda doloCanja antioksidativne kapacitete, ACW in ACL, temelji na
kemiluminiscenénem merjenju z aparaturo PHOTOCHEM (Analytik Jena, Jena,
Nemcija) in uporabo ustreznih reagen¢nih kompletov. Vzorce plazme smo najprej
odtalili ter jih nato premesali z vrtinnikom. V 1,5 mL plasti¢no posodico s pokrovEkom
smo odpipetirali 100 yL metanola in 100 yL plazme. Vzorce smo v vrtinCniku stresali
10 minut in jih nato centrifugirali pri 25000 obratih/minuto 10 minut pri 4°C. Vzorce
smo do analize hranili v temnem hladnem prostoru nad ledom. Antioksidativho
kapaciteto (ACW in ACL) smo v vzorcih plazme dolocali na preto¢ni merilni celici
PHOTOCHEM® (Analytik Jena, Jena, Nemcija) z uporabo reagencnih kompletov (ACL
in ACW reagencCna kompleta; Analytik Jena, Jena, Nemcija). Rezultate meritev ACW
smo podali v nanomolih ekvivalentov askorbinske kisline v mL vzorca (nmol/mL) ter

rezultate meritev ACL v nanomolih ekvivalentov troloxa v mL vzorca (nmol/mL).

3.6. STATISTICNE METODE

Za statistiCno analizo podatkov in za izdelavo grafov smo uporabili statistiCni program
R (R Core Team 2015, R Foundation for Statistical Computing, Dunaj, Avstrija).
Starost in dolzino anestezije smo med posameznimi skupinami psov (PS/K, P/K in
PS/Z) primerjali z Mann-Whitneyjevim testom. V primeru opisnih spremenljivk, kot so
parodontalni status, uporaba antibiotikov, ketamina in lokalnih blokov, smo primerjave
opravili s Fisherjevim eksaktnim testom.
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Sledila je primerjava vrednosti preiskanih parametrov oksidativhega stresa znotraj
posamezne skupine (PS/K, P/Kin PS/Z) in med skupinami (P/K's PS/Kin PS/Z s PS/K) z
uporabo linearnih medanih modelov (Pinheiro in sod., 2015). Post-hoc parne primerjave
med skupinami (P/K s PS/K in PS/Z s PS/K) smo opravili s Holm-Bonferronijevim
popravkom za veckratno testiranje.

Za potrebe statistiCne analize smo pse z MDMZ razdelili v dve skupini na podlagi Stevila
prizadetih zob (bodisi s parodontitisom in/ali travmatsko poSkodbo zob): pse, ki so imeli
prizadetih manj ali enako kot 25 % zob (P1 < 25 %) in pse, ki so imeli prizadetih vec
kot 25 % zob (P2 > 25 %). Za primerjavo vrednosti merjenih parametrov (vitamin E,
vitamin E (LS), MDA, GPX, SOD, ACW in ACL) med omenjenima skupinama psov pred
anestezijo smo uporabili Mann-Whitney test. Statisti¢no analizo smo opravili s pomocjo
raCunalniSkega programa SPSS (SPSS 22.0 for Windows, IBM, Chicago, lllinois, ZDA).
Rezultate smo podali kot povprecje £ SD. Mejo statistiCne znacilnosti smo postavili pri
p <0,05.
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4. REZULTATI

4.1 OSNOVNE ZNACILNOSTI SKUPIN

Zaradi morebitnega vpliva zdravstvenega stanja ustne votline, uporabe dodatnih zdravil
in trajanja anestezije ter starosti psov na izbrane parametre oksidativhega stresa smo
preverili, ali so se vse skupine (PS/K, PS/Z in P/K) med seboj razlikovale v zgoraj
navedenih spremenljivkah. Pri psih z MDMZ (skupini PS/K in P/K) smo preverili ali se
pred anestezijo vrednosti merjenih parametrov (vitamin E, vitamin E (LS), MDA, SOD,
GPX, ACL in ACW) razlikujejo glede na parodontalni status (P1, P2).

Med posameznimi skupinami (PS/K, PS/Z in P/K) nismo ugotovili znacilnih razlik
v parodontalnem statusu (p = 0,443), uporabi antibiotikov (p = 0,443) in v trajanju
anestezije (p = 0,245).

Pred anestezijo, pri psih z MDMZ nismo ugotovili znac€ilnih razlik v vrednosti merjenih
parametrov (vitamin E, vitamin E (LS), MDA, SOD, GPX, ACL in ACW) med skupinama
(PS/K in P/K) glede na parodontalni status, P1 in P2.

Statisticno mejna razlika je bila pri starosti psov (p = 0,054), saj so bili psi brez MDMZ
nekoliko mlajsi (povpre€na starost + SD, 5 let in 11 mesecev + 2 leti in 5 mesecey;
minimalna starost 9 mesecev, maksimalna starost 10 let in 6 mesecev) v primerjavi s
psi z MDMZ (povprec€na starost + SD, 8 let in 5 mesecev * 2 leti in 3 meseci; minimalna
starost 5 let in 7 mesecev, maksimalna starost 11 let in 8 mesecev pri PS/K skupini
ter 8 let in 10 mesecev = 3 leta in 8 mesecev; minimalna starost 4 leta in 5 mesecey,
maksimalna starost 15 let in 10 mesecev pri P/K skupini).

Statistiéno mejno razliko smo ugotovili tudi pri aplikaciji lokalnih Ziv€nih blokad (p = 0,054),
kjer smo pri petih od dvanaijstih zdravih psov aplicirali lokalni anestetik (kar je manj kot
pri polovici psov), medtem ko smo pri psih z MDMZ aplicirali lokalni anestetik pri vecini
psov, se pravi sedmim psom od osmih pri skupini PS/K in osmim psom od desetih pri
skupini P/K.
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Skupine so se znacilno razlikovale v uporabi ketamina (p = 0,017), saj je le en pes od
dvanajstih zdravih psov prejel ketamin, medtem ko je pri psih z MDMZ prejelo ketamin
pet psov od osmih v skupini PS/K in pet psov od desetih v skupini P/K.

4.2. VITAMIN E

Pred anestezijo je bila koncentracija vitamina E znacilno nizja pri psih brez MDMZ
(skupina PS/Z) v primerjavi s psi z MDMZ (skupina PS/K). Pri psih z MDMZ (skupina

PS/K in skupina P/K) ni bilo znacilnih razlik v koncentraciji vitamina E pred anestezijo.

Pri psih brez MDMZ ni bilo znacCilnih razlik v koncentraciji vitamina E med posameznimi
odvzemi. Pri psih z MDMZ je priSlo do znacilnega znizanja koncentracije vitamina E
eno uro po uvodu v anestezijo (p = 0,048 za skupino PS/K in p = 0,004 za skupino
P/K). Sest ur po uvodu v anestezijo je bila koncentracija vitamina E znagilno nizja
samo v skupini P/K (p = 0,008).

V primerjavi s skupino PS/K je bila koncentracija vitamina E v skupini PS/Z znacilno
nizja pri vseh odvzemih (p < 0,005 pri odvzemu 0 in p < 0,05 pri odvzemih 1, 2 in 3).
Koncentracija vitamina E se ni znacilno razlikovala med skupinama PS/K in P/K v

nobenem izmed odvzemov.

Rezultati meritev koncentracije vitamina E (pred anestezijo, 5 in 60 minut ter 6 ur po
uvodu v anestezijo) (povprecje + SD) ter primerjave med skupinami so prikazani v
Tabeli 2. Slika 1 prikazuje bazalne vrednosti in dinamiko sprememb v koncentraciji

vitamina E po uvodu v anestezijo pri posameznih skupinah psov.



49
K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

Tabela 2: Koncentracija vitamina E (umol/L) (povprecje + SD) pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ pred,
med in po anesteziji
Table 2: Vitamin E concentration (umol/L) (mean £ SD) in dogs without MMVD and dogs with MMVD

before, during and after anaesthesia

KONCENTRACIJA VITAMINA E (umol/L) (povprecje + SD)
Vitamin E concentration (umol/L) (mean + SD)
SKUPINA CAS ODVZEMA
Group Sampling time
0 1 2 3
PS/K 67,05 + 27,46 62,33 + 26,23 60,53 = 26,03* 63,53 + 26,59
(n=8)
P/K 70,07 = 14,21 64,13 + 14,43 61,70 = 13,68** 62,34 = 17,28**
(n=10)
PS/z 40,32 + 11,6122 42,96 + 12,472 41,64 + 11,272 39,55 + 17,852
(n=12)

LEGENDA: MDMZ — miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke; SD — standardni odklon; n — tevilo
psov; PS/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; P/K — psi z MDMZ, anestezirani
s propofolom; PS/Z — psi brez MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; Cas odvzema: 0—
pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2—60 minut po uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu
v anestezijo; * p < 0,05 v primerjavi z bazalno vrednostjo; ** p < 0,01 v primerjavi z bazalno vrednostjo;
ap < 0,05 v primerjavi s skupino PS/K; 2@ p < 0,01 v primerjavi s skupino PS/K.

LEGEND: MMVD — myxomatous degeneration of the mitral valve; SD — standard deviation; n — number
of dogs; PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane; P/K — dogs with MMVD
anaesthetized with propofol; PS/Z — dogs without MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane;
Sampling time: O-basal values; 1-5 minutes after induction of anaesthesia; 2—60 minutes after induction
of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia; * p < 0,05 compared to basal values; ** p <

0,01 compared to basal values; 2 p < 0,05 compared to PS/K group; # p < 0,01 compared to PS/K.
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Slika 1: Koncentracija vitamina E (umol/L) pred, med in po anesteziji pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ
Figure 1: Vitamin E concentration (umol/L) before, during and after anaesthesia in dogs without MMVD

and dogs with MMVD
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LEGENDA: modra &rta — povpre¢na koncentracija vitamina E; ¢rne polne in ¢rtkane &rte — koncentracija
vitamina E pri posameznih psih; Cas odvzema: O—pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo;
2—60 minut po uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu v anestezijo.

LEGEND: blue line — mean vitamin E concentration, black full and dashed lines — vitamin E concentration
in individual dogs; Sampling time: O—before anaesthesia;, 1-5 minutes after induction of anaesthesia;

2—-60 minutes after induction of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia.

4.3 LIPIDNO STANDARDIZIRANI VITAMIN E

Med skupinami psov (PS/Z v primerjavi s skupino PS/K ter P/K v primerjavi s PS/K) ni
bilo znacilnih razlik v vrednosti vitamina E (LS) pred anestezijo.

Vrednosti vitamina E (LS) so bile znacilno manjSe 5 minut in uro po uvodu v anestezijo
samo v skupini P/K (p < 0,0001). Pri psih, ki so bili anestezirani s kombinacijo propofola in
sevoflurana (PS/Kin PS/Z), se vrednosti vitamina E (LS) med in po anesteziji niso znacilno

spremenile.
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Med skupinama PS/K in PS/Z ni bilo znacilnih razlik v vrednostih vitamina E (LS). Eno
uro po uvodu v anestezijo so bile vrednosti vitamina E (LS) znacilno nizje pri skupini
P/K v primerjavi s skupino PS/K (p = 0,039).

Vrednosti vitamina E (LS) pred anestezijo, 5 in 60 minut ter 6 ur po uvodu v anestezijo
(povprecje £ SD) ter primerjave med skupinami so prikazane v Tabeli 3. Slika 2 prikazuje
bazalne vrednosti in dinamiko sprememb vitamina E (LS) po uvodu v anestezijo pri

posameznih skupinah psov.

Tabela 3: Vrednosti lipidno standardiziranega vitamina E (vitamin E (LS) (povprecje + SD) pri psih brez
MDMZ in psih z MDMZ pred, med in po anesteziji
Table 3: Lipid standardized vitamin E values (vitamin E (LS)) (mean + SD) in dogs without MMVD and

dogs with MMVD before, during and after anaesthesia

VREDNOSTI LIPIDNO STANDARDIZIRANEGA VITAMINA E *10- (povprecje + SD)
Lipid standardized vitamin E values *10° (mean + SD)
SKUPINA CAS ODVZEMA
Group Sampling time
0 1 2 3
PS/K (n = 8) 7,91+ 2,39 7,15+ 2,50 8,40 £ 2,53 8,60 * 2,34
P/K (n=10) 9,60 + 1,66 7,59 +£1,56™ 5,98 £ 1,007 9,14 £ 1,68
PS/Z (n=12) 6,65 +1,84 6,07 + 1,21 7,57 £ 1,65 7,07 £ 2,88

LEGENDA: MDMZ — miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke; SD — standardni odklon; n — Stevilo
psov; PS/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; P/K — psi z MDMZ, anestezirani
s propofolom; PS/Z — psi brez MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; Cas odvzema: 0—
pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2—60 minut po uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu v
anestezijo; *** p < 0,001 v primerjavi z bazalno vrednostjo; @ p < 0,05 v primerjavi s skupino PS/K.

LEGEND: MMVD — myxomatous degeneration of the mitral valve; SD — standard deviation; n — number
of dogs; PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane; P/K — dogs with MMVD
anaesthetized with propofol; PS/Z — dogs without MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane;
Sampling time: O—basal values; 1-5 minutes after induction of anaesthesia; 2—60 minutes after induction
of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia; *** p < 0,001 compared to basal values; @ p <

0,05 compared to PS/K.



52
K. Tomsic: Vpliv anestezije ... na oksidativni stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017; Doktorska disertacija

Slika 2: Vrednosti lipidno standardiziranega vitamina E (vitamin E (LS)) pred, med in po anesteziji pri
psih brez MDMZ in psih z MDMZ
Figure 2: Lipid standardized vitamin E values (vitamin E (LS)) before, during and after anaesthesia in

dogs without MMVD and dogs with MMVD
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LEGENDA: modra ¢&rta — povpre€na vrednost vitamina E (LS); ¢rne polne in ¢rtkane Crte — vrednosti
vitamina E (LS) pri posameznih psih; Cas odvzema: 0—pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo;
2—60 minut po uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu v anestezijo.

LEGEND: blue line — mean vitamin E (LS) value; black full and dashed lines — vitamin E (LS) values in
individual dogs; Sampling time: O—before anaesthesia; 1-5 minutes after induction of anaesthesia; 2—60

minutes after induction of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia.

4.4 MALONDIALDEHID

Med skupinami psov (PS/Z v primerjavi s skupino PS/K ter P/K v primerjavi s PS/K) ni
bilo znacilnih razlik v koncentraciji MDA v plazmi pred anestezijo.

Pri nobeni skupini psov ni bilo znacilnih razlik v koncentraciji MDA med posameznimi
odvzemi (Tabela 4, Slika 3).

Koncentracija MDA je bila znacilno nizja 5 minut (p = 0,01), 60 minut (p = 0,003) in 6
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ur (p < 0,001) po uvodu v anestezijo v skupini PS/Z v primerjavi s skupino PS/K. Pred

uvodom v anestezijo ni bilo razlike med skupinama.

Pri psih z MDMZ ni bilo znacCilnih razlik v koncentraciji MDA med anestezijskima
protokoloma (PS/K in P/K).

Koncentracija MDA pred anestezijo, 5 in 60 minut ter 6 ur po uvodu v anestezijo
(povprecje £ SD) ter primerjave med skupinami so prikazane v Tabeli 4. Slika 3 prikazuje
bazalne vrednosti in dinamiko sprememb v koncentraciji MDA po uvodu v anestezijo

pri posameznih skupinah psov.

Tabela 4: Koncentracija malondialdehida (MDA; umol/L) (povprecje + SD) pri psih brez MDMZ in psih z
MDMZ pred, med in po anesteziji
Table 4: Malondialdehyde concentration (MDA; umol/L) (mean + SD) in dogs without MMVD and dogs

with MMVD before, during and after anaesthesia

KONCENTRACIJA MALONDIALDEHIDA (pmol/L) (povprecje + SD)
Malondialdehyde concentration (umol/L) (mean + SD)
SKUPINA CAS ODVZEMA
Group Sampling time
0 1 2 3
PS/K (n = 8) 5,27 £ 0,90 5,565+0,73 5,58 + 1,09 6,33 + 1,34
P/K (n=10) 5,66 + 0,96 5,68 £ 1,14 5,55 + 0,90 5,70 £ 0,95
PS/Z (n=12) 4,45 + 0,54 4,19 + 1,242 3,99 £ 1,33 3,80 £ 1,202

LEGENDA: MDMZ — miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke; MDA — malondialdehid; SD —
standardni odklon; n — Stevilo psov; PS/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom;
P/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom; Cas odvzema: O—pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu
v anestezijo; 2-60 minut po uvodu v anestezijo; 3—-6 ur po uvodu v anestezijo; PS/Z — psi brez MDMZ,
anestezirani s propofolom in sevofluranom; 2 p < 0,05 v primerjavi s skupino PS/K; 22 p < 0,01 v primerjavi
s skupino PS/K; @2 p < 0,001 v primerjavi s skupino PS/K.

LEGEND: MMVD — myxomatous degeneration of the mitral valve; MDA - malondialdehyde; SD — standard
deviation; n — number of dogs; PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane;
P/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol; PS/Z — dogs without MMVD anaesthetized with

propofol and sevoflurane; Sampling time: O—basal values; 1-5 minutes after induction of anaesthesia;
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2—-60 minutes after induction of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia; * p < 0,05

compared to group PS/K; 2@ p < 0,01 compared to group PS/K; @2 p < 0,001 compared to group PS/K.

Slika 3: Koncentracija malondialdehida (MDA; pmol/L) pred, med in po anesteziji pri psih brez MDMZ
in psih z MDMZ
Figure 3: Malondialdehyde concentration (MDA; umol/L) before, during and after anaesthesia in dogs

without MMVD and dogs with MMVD
PS/K P/K PS/Z

MDA (umol/L)

Cas odvzema
LEGENDA: modra ¢rta — povprecna koncentracija MDA; ¢rne polne in ¢rtkane Crte — koncentracija MDA
pri posameznih psih; Cas odvzema: 0—pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2—60 minut po
uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu v anestezijo.
LEGEND: blue line — mean MDA concentration; black full and dashed lines — MDA concentration in
individual dogs; Sampling time: O—before induction of anaesthesia; 1-5 minutes after induction of

anaesthesia; 2—60 minutes after induction of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia.

4.5 SUPEROKSIDNA DISMUTAZA

Med skupinami psov (PS/Z v primerjavi s skupino PS/K ter P/K v primerjavi s PS/K) ni

bilo znacilnih razlik v aktivnosti SOD pred anestezijo.

Aktivnost SOD se med anestezijo ni znacilno spremenila pri nobeni skupini psov, prav
tako ni bilo razlik med skupinami pri posameznih odvzemih (Tabela 5, Slika 4).
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Aktivnost SOD pred anestezijo, 5 in 60 minut ter 6 ur po uvodu v anestezijo (povprecje
1 SD) ter primerjave med skupinami so prikazane v Tabeli 5 in Sliki 4.

Tabela 5: Aktivnost superoksidne dismutaze (SOD; U/g Hgb) (povprecje + SD) pri psih brez MDMZ in
psih z MDMZ pred, med in po anesteziji
Table 5: Superoxide dismutase activity (SOD; U/g Hgb) (mean + SD) in dogs without MMVD and dogs

with MMVD before, during and after anaesthesia

AKTIVNOST SUPEROKSIDNE DISMUTAZE (U/g Hgb) (povprecje + SD)
Superoxide dismutase activity (U/g Hgb) (mean + SD)
SKUPINA CAS ODVZEMA
Group Sampling time
0 1 2 3
PS/K (n = 8) 2402,5 + 165,0 2403,4 + 180,2 2418,9+ 1911 2407,6 + 200,6
P/K (n=09) 2141,3£271,2 2158,5 + 309,9 2190,4 + 355,1 2197,0 + 367,5
PS/Z (n=12) 24225 + 337,5 24429 + 368,2 2436,7 + 364,4 2136,2 + 370,0

LEGENDA: MDMZ — miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke; SD — standardni odklon; n — Stevilo
psov; PS/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; P/K — psi z MDMZ, anestezirani
s propofolom; PS/Z — psi brez MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; Cas odvzema: 0—pred
anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2—60 minut po uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu v anestezijo.
LEGEND: MMVD — myxomatous degeneration of the mitral valve; SD — standard deviation; n — number
of dogs; PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane; P/K — dogs with MMVD
anaesthetized with propofol; PS/Z — dogs without MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane;
Sampling time: O-basal values; 1-5 minutes after induction of anaesthesia, 2—60 minutes after induction

of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia.

Slika 4: Aktivnost superoksidne dismutaze (SOD; U/g Hgb) pred, med in po anesteziji pri psih brez
MDMZ in psih z MDMZ

Figure 4: Superoxide dismutase activity (SOD; U/g Hgb) before, during and after anaesthesia in dogs
without MMVD and dogs with MMVD
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LEGENDA: modra &rta — povprec¢na aktivnost SOD; ¢rne polne in ¢rtkane &rte —aktivnosti SOD pri
posameznih psih; Cas odvzema: O—pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2-60 minut po
uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu v anestezijo.

LEGEND: blue line — mean SOD activity; black full and dashed lines — SOD activity in individual dogs;
Sampling time: O-before induction of anaesthesia; 1-5 minutes after induction of anaesthesia; 2—60

minutes after induction of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia.

4.6 GLUTATION PEROKSIDAZA

Med skupinami psov (PS/Z v primerjavi s skupino PS/K ter P/K v primerjavi s PS/K) ni

bilo znadilnih razlik v aktivnosti GPX pred anestezijo.

Aktivnost GPX se je v primerjavi z aktivnostjo pred anestezijo znacilno povecala eno
uro po uvodu v anestezijo pri psih, ki so bili anestezirani s propofolom in sevofluranom
(p = 0,026 pri PS/K; p < 0,001 pri PS/Z), vendar med skupinama ni bilo znacilnih razlik.

Pri psih, anesteziranih s propofolom (P/K), ni bilo znacilnih sprememb v aktivnosti GPX

med anestezijo, prav tako ni bilo znacilnih razlik v primerjavi s PS/K skupino.
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V analiznem postopku dolo¢anja aktivnhosti GPX je v nekaterih vzorcih polne krvi prislo
do tehnicnih tezav zaradi nastajanja fibrinskih nitk in koagulacije vzorcev. Iz tega
razloga je Stevilo analiziranih vzorcev manjSe od Stevila vklju¢enih psov, saj smo v
primeru izgube enega vzorca za merjenje aktivnosti GPX izlocili vse vzorce polne krvi

istega psa.

Rezultati meritev aktivhosti GPX pred anestezijo, 5 in 60 minut ter 6 ur po uvodu v
anestezijo (povprecCje + SD) ter primerjave med skupinami so prikazani v Tabeli 6.
Slika 5 prikazuje bazalne vrednosti in dinamiko sprememb aktivnosti GPX po uvodu v

anestezijo pri posameznih skupinah psov.

Tabela 6: Aktivnost glutation peroksidaze (GPX; U/g Hgb) (povprecje + SD) pri psih brez MDMZ in psih
z MDMZ pred, med in po anesteziji
Table 6: Glutathione peroxidase activity (GPX; U/g Hgb) (mean + SD) in dogs without MMVD and dogs

with MMVD before, during and after anaesthesia

AKTIVNOST GLUTATION PEROKSIDAZE (GPX; U/g Hgb) (povpregje + SD)
Glutathione peroxidase activity (GPX; U/g Hgb) (mean + SD)
SKUPINA GAS ODVZEMA
Group Sampling time

0 1 2 3
PS/K(n=7) 427.4 + 38,9 4431 + 36,2 477.2 + 42.6* 4410 40,4
P/K (n = 6) 4647 + 611 4778 +56.3 4709 + 683 4700+57.8
PS/Z (n = 12) 4631+ 1219 4991 + 51,3 5264 + 69,8*** | 4917 +533

LEGENDA: MDMZ — miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke; SD — standardni odklon; n — Stevilo
psov; PS/K — psi z MDMZ, anestezirani propofolom in sevofluranom; P/K — psi z MDMZ, anestezirani s
propofolom; PS/Z — psi brez MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; Cas odvzema: 0—pred
anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2—60 minut po uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu v

*k*k

anestezijo; * p < 0,05 v primerjavi z bazalno vrednostjo; *** p < 0,001 v primerjavi z bazalno vrednostjo.
LEGEND: MMVD — myxomatous degeneration of the mitral valve; SD — standard deviation; n — number
of dogs; PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane; P/K — dogs with MMVD
anaesthetized with propofol; PS/Z — dogs without MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane;

Sampling time: O-basal values; 1-5 minutes after induction of anaesthesia; 2—60 minutes after induction
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*kk

of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia; * p < 0,05 compared to basal values; p <

0,001 compared to basal values.

Slika 5: Aktivnost glutation peroksidaze (GPX; U/g Hgb) pred, med in po anesteziji pri psih brez MDMZ
in psih z MDMZ

Figure 5: Glutathione peroxidase activity (GPX; U/g Hgb) before, during and after anaesthesia in dogs
without MMVD and dogs with MMVD
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LEGENDA: modra ¢rta — povpre¢na aktivnhost GPX; &rne polne in ¢rtkane ¢rte — aktivnosti GPX pri
posameznih psih; 0—pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2—60 minut po uvodu v anestezijo;
3—6 ur po uvodu v anestezijo.

LEGEND: blue line — mean GPX activity; black full and dashed lines — GPX activity in individual dogs;
Sampling time: O—before induction of anaesthesia; 1-5 minutes after induction of anaesthesia; 2—60

minutes after induction of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia.

4.7 ANTIOKSIDATIVNA KAPACITETA V MASCOBAH TOPNIH ANTIOKSIDANTOV

Pred anestezijo je bila ACL znacilno manjsa pri skupini PS/Z v primerjavi s skupino PS/K,
medtem ko med psi z MDMZ (P/K v primerjavi s PS/K skupino) ni bilo znacilnih razlik.

Znotraj posameznih skupin je priSlo v primerjavi z vrednostjo pred anestezijo do
znacilnega povecanja (p = 0,0004) ACL samo v skupini P/K uro po uvodu v anestezijo
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(Tabela 7, Slika 6). Pri psih, ki so bili anestezirani s propofolom in sevofluranom (skupini
PS/K in PS/Z), se ACL ni znacilno spremenila.

Antioksidativha kapaciteta v masC€obah topnih antioksidantov je bila pri vseh odvzemih
znacilno manjSa (p < 0,0001) pri psih brez MDMZ v primerjavi s psi z MDMZ,

anesteziranimi s propofolom in sevofluranom.

Med skupinama PS/K in P/K nismo ugotovili znagilnih razlik v ACL.

Antioksidativha kapaciteta v mas€obah topnih antioksidantov pred anestezijo, 5 in 60
minut ter 6 ur po uvodu v anestezijo (povprecje £ SD) ter primerjave med skupinami so
prikazane v Tabeli 7. Slika 6 prikazuje bazalne vrednosti in dinamiko sprememb v ACL

po uvodu v anestezijo pri posameznih skupinah psov.

Tabela 7: Antioksidativna kapaciteta v mascobi topnih antioksidantov (ACL; nmol/mL) (povprecje + SD)
pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ pred, med in po anesteziji

Table 7: Antioxidant capacity of lipid soluble antioxidants (ACL; nmol/mL) (mean £ SD) in dogs without
MMVD and dogs with MMVD before, during and after anaesthesia

ANTIOKSIDATIVNA KAPACITETA V MASCOBAH TOPNIH ANTIOKSIDANTOV (nmol/mL) (povpre&je + SD)
Antioxidant capacity of lipid soluble antioxidants (nmol/mL) (mean + SD)
SKUPINA CAS ODVZEMA
Group Sampling time

0 1 2 3
PS/IK (n=7) 133,85 £ 31,32 130,90 + 29,91 134,35 £31,93 131,82 £ 26,18
P/K (n = 6) 116,40 + 22,86 118,15+ 19,88 133,97 + 23,26™ 119,10 + 24,64
PS/Z (n =12) 87,63 £ 12,24 3 86,60 + 13,7234 93,00 £ 18,602 84,90 £ 22,163

LEGENDA: MDMZ — miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke; SD — standardni odklon; n — Stevilo
psov; PS/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; P/K — psi z MDMZ, anestezirani
s propofolom; PS/Z — psi brez MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; Cas odvzema: 0—
pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2—60 minut po uvodu v anestezijo; 3-6 ur po uvodu

*kk

v anestezijo; p < 0,001 v primerjavi z bazalno vrednostjo; 2 p < 0,001 v primerjavi s skupino PS/K.

LEGEND: MMVD — myxomatous degeneration of the mitral valve; SD — standard deviation; n — number
of dogs; PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane; P/K — dogs with MMVD
anaesthetized with propofol; PS/Z — dogs without MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane;

Sampling time: O-basal values; 1-5 minutes after induction of anaesthesia; 2—60 minutes after induction
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of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia; *** p < 0,001 compared to basal values; @ p

< 0,001 compared to group PS/K.

Slika 6: Antioksidativna kapaciteta v mascobi topnih antioksidantov (ACL; nmol/mL) pred, med in po
anesteziji pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ
Figure 6: Antioxidant capacity of lipid soluble antioxidants (ACL; nmol/mL) before, during and after

anaesthesia in dogs without MMVD and dogs with MMVD
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LEGENDA: modra ¢rta — povpre¢na koncentracija ACL; ¢rne polne in &rtkane ¢rte — koncentracija ACL
pri posameznih psih; 0—pred anestezijo; Cas odvzema: 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2-60 minut po
uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu v anestezijo.

LEGEND: blue line — mean ACL concentration; black full and dashed lines — ACL concentration in
individual dogs; O-before induction of anaesthesia; Sampling time: 1-5 minutes after induction of

anaesthesia; 2—60 minutes after induction of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia.

4.8 ANTIOKSIDATIVNA KAPACITETA V VODI TOPNIH ANTIOKSIDANTOV

Pred anestezijo ni bilo znacilnih razlik v ACW med skupinami psov (PS/Z v primerjavi
s PS/K ter P/K v primerjavi s PS/K).

Takoj po uvodu v anestezijo se je v primerjavi z bazalno vrednostjo ACW znacilno (p <
0,017) povecala pri skupini P/K (Tabela 8, Slika 7). Uro po uvodu v anestezijo je bila ACW
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znactilno vegja pri vseh skupinah (p = 0,009 pri PS/K in PS/Z; p < 0,0001 pri P/K). Sest ur

po uvodu v anestezijo je bila ACW znacilno vecja (p < 0,0001) samo pri skupini P/K.

Med skupinama PS/K in PS/Z nismo ugotovili znacilnih razlik v ACW. S primerjavo
med skupinama PS/K in P/K smo ugotovili znacilno vecjo (p = 0,002) ACW pri skupni
P/K eno uro po uvodu v anestezijo.

Antioksidativha kapaciteta v vodi topnih antioksidantov pred anestezijo, 5 in 60 minut
ter 6 ur po uvodu v anestezijo (povprecje + SD) ter primerjave med skupinami so
prikazane v Tabeli 8. Slika 7 prikazuje bazalne vrednosti in dinamiko sprememb v ACW

po uvodu v anestezijo pri posameznih skupinah psov.

Tabela 8: Antioksidativna kapaciteta vodotopnih antioksidantov (ACW; nmol/mL) (povprecje + SD) pri
psih brez MDMZ in psih z MDMZ pred, med in po anesteziji
Table 8: Antioxidant capacity of water soluble antioxidants (ACW; nmol/mL) (mean + SD) in dogs without

MMVD and dogs with MMVD before, during and after anaesthesia

ANTIOKSIDATIVNA KAPACITETA V VODI TOPNIH ANTIOKSIDANTOV (nmol/mL) (povprecje + SD)
Antioxidant capacity of water soluble antioxidants (nmol/mL) (mean + SD)

SKUPINA CAS ODVZEMA
Group Sampling time

0 1 2 3
PS/IK(n=7) | 35,09 £+ 8,90 47,13 £ 15,60 52,80 £ 17,19** 42,06 £ 15,48
P/K (n = 6) 26,46 + 9,55 42,51 £ 14,19* 79,18 + 21,97***2 | 5578 + 30,60***
PS/Z (n=12) | 29,57 + 9,63 37,36 £ 4,78 44,30 £ 8,19** 35,44 £ 7,99

LEGENDA: MDMZ — miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke; SD — standardni odklon; n — Stevilo
psov; PS/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; P/K — psi z MDMZ, anestezirani
s propofolom; PS/Z — psi brez MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; Cas odvzema: 0—
pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2—60 minut po uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu
v anestezijo; * p < 0,05 v primerjavi z bazalno vrednostjo; ** p < 0,01 v primerjavi z bazalno vrednostjo;
***p < 0,001 v primerjavi z bazalno vrednostjo; 2 p < 0,01 v primerjavi s skupino PS/K.

LEGEND: MMVD — myxomatous degeneration of the mitral valve; SD — standard deviation; n — number

of dogs; PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane; P/K — dogs with MMVD
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anaesthetized with propofol, PS/Z — dogs without MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane;
Sampling time: O-basal values; 1-5 minutes after induction of anaesthesia; 2—60 minutes after induction
of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia; * p < 0,05 compared to basal values; **p < 0,01

*kk

compared to basal values; *** p < 0,001 compared to basal values; #@ p < 0,01 compared to group PS/K.
Slika 7: Antioksidativha kapaciteta v vodi topnih antioksidantov (ACW; nmol/mL) pred, med in po
anesteziji pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ

Figure 7 Antioxidant capacity of water soluble antioxidants (ACW; nmol/mL) before, during and after

anaesthesia in dogs without MMVD and dogs with MMVD
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LEGENDA: modra &rta — povpre€na koncentracija ACW; ¢rne polne in ¢rtkane ¢rte — koncentracija ACW
pri posameznih psih; 0—pred anestezijo; Cas odvzema: 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2—60 minut po
uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu v anestezijo.

LEGEND: blue line — mean ACW concentration; black full and dashed lines — ACW concentration
in individual dogs; 0-before induction of anaesthesia;, Sampling time: 1-5 minutes after induction of

anaesthesia; 2—60 minutes after induction of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia.
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4.9 HOLESTEROL

Pred anestezijo je bila koncentracija holesterola znacilno niZja pri psih brez MDMZ
(skupina PS/Z) v primerjavi s psi z MDMZ (skupina PS/K), medtem ko med skupinama
psov z MDMZ (PS/K in P/K) znacilnih razlik ni bilo.

Koncentracija holesterola (Tabela 9, Slika 8) se je v primerjavi z vrednostjo pred
anestezijo znacilno (p < 0,001) znizala pri psih z MDMZ pet minut po uvodu v anestezijo
ne glede na anestezijski protokol. Eno uro in Sest ur po uvodu v anestezijo se je
koncentracija holesterola znacilno (p < 0,001) znizala pri vseh treh skupinah psov.

Koncentracija holesterola je bila znacilno niZja (p = 0,0035 pri odvzemu 0 ter p <
0,05 pri ostalih treh odvzemih) pri skupini PS/Z v primerjavi s PS/K pri vseh S§tirih
odvzemih, medtem ko med skupinama PS/K in P/K ni bilo znacilnih razlik pri nobenem
od odvzemov.

Koncentracija holesterola pred anestezijo, 5 in 60 minut ter 6 ur po uvodu v anestezijo
(povprecje + SD) ter primerjave med skupinami so prikazane v Tabeli 9. Slika 8
prikazuje bazalne vrednosti in dinamiko sprememb v koncentraciji holesterola po

uvodu v anestezijo pri posameznih skupinah psov.

Tabela 9: Koncentracija holesterola (mmol/L) (povprecje + SD) pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ
pred, med in po anesteziji
Table 9: Cholesterol concentration (mmol/L) (mean + SD) in dogs without MMVD and dogs with MMVD

before, during and after anaesthesia

KONCENTRACIJA HOLESTEROLA (mmol/L) (povprecje + SD)
Cholesterol concentration (mmol/L) (mean + SD)
SKUPINA CAS ODVZEMA
Group Sampling time

0 1 2 3
PSIK(n=7) 7,29 £ 1,62 6,74 £ 1,42 6,13+ 1,46™ 6,69 + 1,64™
P/K (n = 6) 6,52 + 0,85 6,08 £ 0,80™ 5,90 £ 0,80™ 6,01 £ 0,84™
PS/Z (n=12) 5,42 + 1,372 5,26 + 1,292 4,77 £ 1,157 5,06 + 1,34
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LEGENDA: MDMZ — miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke; SD — standardni odklon; n — Stevilo
psov; PS/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; P/K — psi z MDMZ, anestezirani
s propofolom; PS/Z — psi brez MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; Cas odvzema: 0—
pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2-60 minut po uvodu v anestezijo; 3—-6 ur po uvodu

*kk

v anestezijo; *** p < 0,001 v primerjavi z bazalno vrednostjo; @ p < 0,05 v primerjavi s skupino PS/K; #p
< 0,01 v primerjavi s skupino PS/K.

LEGEND: MMVD — myxomatous degeneration of the mitral valve; SD — standard deviation; n — number
of dogs; PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane; P/K — dogs with MMVD
anaesthetized with propofol; PS/Z — dogs without MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane;
Sampling time: O-basal values; 1-5 minutes after induction of anaesthesia,; 2—60 minutes after induction

*kk

of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia; *** p < 0,001 compared to basal values; @ p <

0,05 compared to group PS/K; 2@ p < 0,01 compared to group PS/K.

Slika 8: Koncentracija holesterola (mmol/L) pred, med in po anesteziji pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ
Figure 8: Cholesterol concentration (mmol/L) before, during and after anaesthesia in dogs without

MMVD and dogs with MMVD
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LEGENDA: modra &rta — povprec¢na koncentracija holesterola; ¢rne polne in ¢rtkane ¢rte — koncentracija
holesterola pri posameznih psih; Cas odvzema: 0—pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2-60
minut po uvodu v anestezijo; 3 — 6 ur po uvodu v anestezijo.

LEGEND: blue line — mean cholesterol concentration; black full and dashed lines — cholesterol concentration
in individual dogs; Sampling time: O-before induction of anaesthesia; 1-5 minutes after induction of

anaesthesia; 2—60 minutes after induction of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia.
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4.10 TRIGLICERIDI

Pred anestezijo ni bilo znacilnih razlik v koncentraciji trigliceridov med skupinami psov
(PS/Z v primerjavi s PS/K ter P/K v primerjavi s PS/K).

Takoj po uvodu v anestezijo se je v primerjavi z vrednostmi pred anestezijo koncentracija
trigliceridov (Tabela 10, Slika 9) znacilno povisala pri vseh treh skupinah psov (p =0,0012
pri PS/K; p < 0,0001 pri PS/Z in P/K). Uro po uvodu v anestezijo je bila znaCilno visja
le pri skupini P/K (p < 0,0001).

Koncentracija trigliceridov se je znacilno (p < 0,0001) razlikovala med skupinama PS/K
in P/K le eno uro po uvodu v anestezijo. Med skupinama PS/K in PS/Z nismo ugotovili
znacilnih razlik v koncentraciji trigliceridov.

Koncentracija trigliceridov pred anestezijo, 5 in 60 minut ter 6 ur po uvodu v anestezijo
(povprecje £ SD) ter primerjave med skupinami so prikazane v Tabeli 10. Slika 9
prikazuje bazalne vrednosti in dinamiko sprememb v koncentraciji trigliceridov po

uvodu v anestezijo pri posameznih skupinah psov.

Tabela 10: Koncentracija trigliceridov (mmol/L) (povprecje £ SD) pri psih brez MDMZ in psih z MDMZ
pred, med in po anesteziji
Table 10: Triglyceride concentration (mmol/L) (mean + SD) in dogs without MMVD and dogs with MMVD

before, during and after anaesthesia

KONCENTRACIJA TRIGLICERIDOV (mmol/L) (povprecje + SD)

Triglyceride concentration (mmol/L) (mean + SD)

SKUPINA CAS ODVZEMA

Group Sampling time

PSIK(n=7) 1,01 £ 0,64 1,83 £ 0,53 0,91 +0,42 0,51 +0,11
P/K (n = 6) 0,78+0,2 2,42 + 0,62 4,48 + 1,557 0,74 £ 0,34
PS/Z (n=12) 0,80 + 0,57 1,76 £ 0,49™ 0,79+ 0,59 0,44 +0,12

LEGENDA: MDMZ — miksomatozna degeneracija mitralne zaklopke; SD — standardni odklon; n — tevilo
psov; PS/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; P/K — psi z MDMZ, anestezirani s

propofolom; PS/Z — psi brez MDMZ, anestezirani s propofolom in sevofluranom; Cas odvzema: O—pred
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anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2—60 minut po uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu v
anestezijo; ** p < 0,01 v primerjavi z bazalno vrednostjo; *** p < 0,001 v primerjavi z bazalno vrednostjo;
@2 n < (0,001 v primerjavi s skupino PS/K.

LEGEND: MMVD — myxomatous degeneration of the mitral valve; SD — standard deviation; n — number
of dogs; PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane; P/K — dogs with MMVD
anaesthetized with propofol; PS/Z — dogs without MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane;
Sampling time: O—basal values; 1-5 minutes after induction of anaesthesia; 2—60 minutes after induction
of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia; ** p < 0,01 compared to basal values; *** p <

0,001 compared to basal values; 2@ p < 0,001 compared to group PS/K.

Slika 9: Koncentracija trigliceridov (mmol/L) pred, med in po anesteziji pri psih brez MDMZ in psih z

MDMZ

Figure 8: Triglyceride concentration (mmol/L) before, during and after anaesthesia in dogs without

MMVD and dogs with MMVD
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LEGENDA: modra ¢rta — povpre¢na koncentracija trigliceridov; ¢rne polne in &rtkane &rte — koncentracija
trigliceridov pri posameznih psih; Cas odvzema: O—pred anestezijo; 1-5 minut po uvodu v anestezijo; 2-60
minut po uvodu v anestezijo; 3—6 ur po uvodu v anestezijo.

LEGEND: blue line —mean triglyceride concentration; black full and dashed lines — triglyceride concentration
in individual dogs; Sampling time: O—before induction of anaesthesia; 1-5 minutes after induction of

anaesthesia; 2—60 minutes after induction of anaesthesia; 3—6 hours after induction of anaesthesia.
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5 RAZPRAVA

Pri¢ujoCa raziskava daje vpogled v dinamiko oksidativhega stresa pri psih brez MDMZ,
anesteziranih s kombinacijo propofola in sevoflurana, ter pri psih zMDMZ, anesteziranih

samo s propofolom ali s kombinacijo propofola in sevoflurana.

V veterinarski praksi se pogosto sreCamo s psi, ki potrebujejo operativni poseg v
splosni anesteziji in pri katerih je prisotna bolezen srca, ki bremeni njihov oksidativno
antioksidativni status (Freeman in sod., 2005; Sagols in Priymenko, 2011). Vecina
avtorjev je preucevala vpliv anestezije na oksidativni stres pri psih brez MDMZ (Lee,
2012; Lee in Kim, 2012) in ljudeh (Tsuchiya in sod., 2008; Kotzampassi in sod., 2009),
vendar v obstojeci literaturi nismo zasledili raziskav, ki bi ugotavljale u€inek anestezije
na oksidativni stres pri psih in ljudeh s srénim obolenjem.

Pri psih, ki so bili anestezirani s propofolom in sevofluranom, smo ugotovili znacilno
vi§je vrednosti vitamina E in ACL pri psih z MDMZ v primerjavi s psi brez MDMZ pred,
med in po anesteziji, medtem ko so bile vrednosti MDA znacilno visje pri psih z MDMZ
le med in po anesteziji. Rezultati nakazujejo na pove€ano spros¢anje vitamina E iz
mascobnega tkiva kot odgovor na povecano nastajanje RKZ pri psih z MDMZ ACVIM
B1 in B2. Pri teh psih je bil v primerjavi s psi brez MDMZ obseg lipidne peroksidacije

ve(ji zaradi poveCanega nastajanja RKZ med anestezijo.

S primerjavo anestezije s propofolom in anestezije s propofolom in sevofluranom
pri psih z MDMZ smo ugotovili, da z izjemo ACW med izbranima anestezijskima
protokoloma ni bilo znacilnih razlik v vrednostih merjenih parametrov oksidativhega
stresa. V nasprotju z nasimi priCakovaniji anestezija s propofolom ni povzrocCila manjSega
obsega oksidativnega stresa kot kombinacija propofola in sevoflurana pri psih z MDMZ.
Znacilno visje vrednosti ACW uro po uvodu v anestezijo s propofolom v primerjavi
z anestezijo s propofolom in sevofluranom bi morda lahko pripisali antioksidativnim
lastnostim propofola (Rigobello in sod., 2004; Volti in sod., 2006). Po drugi strani pa
je morda znacilno viSja vrednost ACW posledica aktivacije sistemskih vodotopnih
antioksidativnih mehanizmov (Braz in sod., 2015) zaradi pro-oksidativhega ucinka
metabolizma propofola (Petros in sod., 1993; Hay Kraus in sod., 2000; Wojewodzka-

Zelezniakowicz in sod., 2016).
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5.1 VPLIV ANESTEZIJE NA KONCENTRACIJO VITAMINA E

Pri psih z MDMZ se je koncentracija vitamina E znacilno zniZala med anestezijo pri obeh
anestezijskih protokolih, vendar med protokoloma nismo ugotovili znacilnih razlik. Braz
in sod. (2015) so prav tako ugotovili znacCilno znizanje koncentracije vitamina E (alfa
tokoferola) pri anesteziji z izofluranom ali s propofolom pri ljudeh; med protokoloma ni
bilo znacilnih razlik. Nasprotno pa je bila koncentracija gama tokoferola po dveh urah
anestezije znacilno visja pri anesteziji s propofolom v primerjavi z bazalnimi vrednostmi
ter v primerjavi z anestezijo z izofluranom. Cavalca in sod. (2008) so primerjali u€inek
anestezije s propofolom ali sevofluranom na alfa in gama tokoferol in MDA pri ljudeh, pri
katerih so opravili kirurSki poseg na srcu. Ugotovili so znacilno zniZzanje koncentracije
alfa tokoferola tako pri anesteziji s sevofluranom kot pri anesteziji s propofolom;
med protokoloma ni bilo razlik. Ugotovili pa so znacilno zviSanje koncentracije
gama tokoferola pri anesteziji s propofolom v primerjavi z bazalnimi vrednostmi in
v primerjavi z anestezijo s sevofluranom. Nasprotno se koncentracija vitamina E ni
znacilno spremenila pri zdravih ljudeh pri anesteziji s propofolom ali izofluranom (Hans
in sod., 1991). Prav tako je koncentracija vitamina E pri ljudeh ostala nespremenjena
pri anesteziji s propofolom, medtem ko se je koncentracija vitamina E znacilno znizala
med anestezijo z desfluranom, vendar med anestezijskima protokoloma ni bilo znacilnih
razlik (Ceylan in sod., 2009).

Enfluran pri zdravih psih (Naziroglu in Gunay, 1999) ter desfluran (Ceylan in sod.,
2009; Eroglu in sod., 2010), izofluran (Braz in sod., 2015) in sevofluran (Cavalca in
sod., 2008) pri ljudeh so znizali koncentracijo vitamina E v krvi, kar avtorji pripisujejo
prooksidativnemu delovanju hlapnih anestetikov. Podatkov o vplivu anestezije s

sevofluranom na koncentracijo vitamina E v krvi psov nismo zasledili.

Pri psih z MDMZ smo eno uro po uvodu v anestezijo ugotovili znacilno nizje vrednosti
vitamina E (LS) pri psih, ki so bili anestezirani s propofolom v primerjavi s psi
anesteziranimi s propofolom in sevofluranom. Znacilno nizje vrednosti tega parametra
so najverjetneje posledica znacilno viSje koncentracije trigliceridov v tej skupini psov.
Metodologija merjenja koncentracije trigliceridov v serumu je namrec indirektna in je
osnovana na merjenju koncentracije glicerola, ki se sprosti zaradi encimske razgradnje

trigliceridov (Jessen in sod., 1990). Propofol je lipidna emulzija, ki vsebuje glicerol
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(Baker in Naguib, 2005), zato smo ugotovili lazno poviSano koncentracijo trigliceridov
zaradi poviSane koncentracije prostega glicerola v serumu psov, ki so bili anestezirani
samo s propofolom (Kunst in Bohrer, 1995). Posledi¢no je priSlo do znacilnega
povisanja koncentracije trigliceridov takoj po uvodu v anestezijo pri vseh treh skupinah
psov, saj smo vse pse uvedli v anestezijo s propofolom.

Nasprotno Hans in sod. (1991) z lipidno standardizacijo vitamina E niso ugotovili razlike

med anestezijo z izofluranom ali s propofolom pri ljudeh.

Pri psih z MDMZ, ki so bili anestezirani s propofolom in sevofluranom, nismo ugotovili
znadcilnih razlik v vrednosti vitamina E (LS) znotraj skupine pri nobenem odvzemu. Pri
psih, ki so bili anestezirani samo s propofolom, se je vrednost vitamina E (LS) znacilno
znizala Ze pet minut po uvodu v anestezijo kot tudi eno uro po uvodu v anestezijo, kar

je posledica znacilno visje koncentracije trigliceridov v tej skupini psov.

Koncentracija vitamina E je bila pri psih z MDMZ tako pred kot tudi med in po anesteziji
znacilno viSja v primerjavi s koncentracijo vitamina E pri zdravih psih, medtem ko se
vrednosti vitamina E (LS) med skupinama niso razlikovale. Z lipidno standardizacijo
vitamina E smo namrecC izkljuCili vpliv holesterola in trigliceridov na koncentracijo
vitamina E. Glede na to, da je bila pri psih z MDMZ koncentracija holesterola v
serumu znacilno vi§ja v primerjavi s psi brez MDMZ pri vseh odvzemih, posledi¢no
nismo ugotovili razlik v vrednosti vitamina E (LS). Reimann in sod. (2014) so pri psih z
MDMZ ugotovili pozitivno korelacijo med povisano koncentracijo holesterola v serumu
in koncentracijo tetrahidrobiopterina in dihidrobiopterina, ki sta posredna pokazatelja
oksidativnega stresa in disfunkcije endotelija. Nasprotno pa Freeman in sod. (2006)
niso ugotovili razlike v koncentraciji vitamina E in holesterola pri psih v zgodnji fazi

kroni¢nega obolenja zaklopk v primerjavi z zdravimi psi.

Koncentracija holesterola se je v naSi raziskavi med anestezijo znacilno znizala
pri vseh treh skupinah psov. Podobno se je pri ljudeh, anesteziranih s propofolom,
koncentracija holesterola med anestezijo znacilno znizala, medtem ko je koncentracija
trigliceridov ostala nespremenjena, kar avtoriji pripisujejo dilucijskemu ucinku intenzivne
tekoCinske terapije s kristaloidnimi raztopinami med posegom v Studiji (Myles in sod.,
1995). V nasi raziskavi smo psom sicer injicirali sestavljen natrijev laktat, vendar le v
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odmerku, ki pokriva osnovne potrebe po teko¢inah med anestezijo (Bednarski in sod.,
2011), zaradi Cesar znacilnega zniZzanja koncentracije holesterola ne moremo pripisati
tekocinski terapiji. Raziskave na ljudeh navajajo razli¢ne rezultate o vplivu propofola na
koncentracijo holesterola v serumu, odvisno od tega, kako je bila raziskava zasnovana
(Fadaizadeh in sod., 2007). V dostopnih literaturnih podatkih nismo nasli podatkov o

vplivu anestezije s propofolom na koncentracijo holesterola pri psih.

5.2 VPLIV ANESTEZIJE NA KONCENTRACIJO MALONDIALDEHIDA

Pred anestezijo nismo ugotovili znacilne razlike v koncentraciji MDA med psi brez
MDMZ in psi z MDMZ (skupina PS/Z in skupina PS/K). Nase rezultate lahko delno
primerjamo z rezultati Freeman in sod. (2005), ki so primerjali koncentracijo MDA med

zdravimi psi in psi s kongestivno sréno odpovedjo.

Koncentracija MDA se je znaCilno poviSala pri anesteziji z enfluranom pri psih
(Naziroglu in Gunay, 1999), desfluranom pri prasi¢ih (Allaouchiche in sod., 2001) in
ljudeh (Koksal in sod., 2004; Sivaci in sod., 2006; Ceylan in sod., 2009; Akin in sod.,
2015) ter halotanom pri psih (Simeonova in sod., 2004). Koncentracija MDA se v nasi
raziskavi med anestezijo s propofolom in sevofluranom tako pri psih brez MDMZ kot
tudi pri psih z MDMZ ni znacilno poviSala. Rezultati naSe raziskave so primerljivi z
rezultati raziskav, pri katerih so ugotavljali vpliv sevoflurana na koncentracijo MDA pri
prasiCih (Allaouchiche in sod., 2001) in ljudeh (Sivaci in sod., 2006; Cavalca in sod.,
2008; Orosz in sod., 2014; Akin in sod., 2015). Koncentracija MDA je bila pri psih
z MDMZ znacilno viSja med in po anesteziji v primerjavi s psi brez MDMZ, zaradi
Cesar sklepamo, da je bil obseg lipidne peroksidacije bolj obsezen pri psih z MDMZ v
primerjavi s psi brez MDMZ.

Pri psih z MDMZ, pri katerih smo primerjali dva razlicna anestezijska protokola, nismo
ugotovili razlike v koncentraciji MDA, kar kaze na to, da anestezija s propofolom, v
nasprotju z nasimi pric¢akovaniji, ni povzroCila manjSega obsega lipidne peroksidacije

kot kombinacija propofola in sevoflurana pri psih z MDMZ.

Pri zdravih prasicih, kjer so Allaouchiche in sod. (2001) primerjali u€inek anestezije

z desfluranom, sevofluranom in propofolom na parametre oksidativnega stresa
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(MDA, GPX in SOD), ne v plazmi ne v bronhialnem izpirku niso ugotovili sprememb v
koncentraciji MDA pri anesteziji s sevofluranom, kar se ujema z rezultati nase raziskave.
Nasprotno z rezultati naSe raziskave pa je bila koncentracija plazemskega MDA pri
anesteziji s propofolom pri prasic¢ih znacilno nizja dve uri in Stiri ure po izpostavljenosti
propofolu, kar avtorji pripisujejo antioksidativnemu delovanju propofola (Allaouchiche
in sod., 2001). Nasi rezultati so primerljivi z rezultati raziskave pri zdravih ljudeh, kjer so
primerjali u€inek anestezije s propofolom ali desfluranom na MDA, GPX, SOD in vitamin
E in niso ugotovili znacilnih sprememb v koncentraciji MDA pri anesteziji s propofolom
(Ceylan in sod., 2009). Podobno Braz in sod. (2013) niso ugotovili znacilnih razlik v

koncentraciji MDA pri zdravih ljudeh, anesteziranih s propofolom ali z izofluranom.

Na osnovi rezultatov nasSe raziskave lahko povzamemo, da pri psih, pri katerih je
oksidativni stres prisoten zaradi MDMZ, ne anestezija s propofolom ne anestezija s
propofolom in sevofluranom nista povzrocili poviSanja koncentracije MDA, kar kaZe na

to, da sta anestezijska protokola primerljiva glede ucinka na obseg lipidne peroksidacije.

5.3 VPLIV ANESTEZIJE NA AKTIVNOST ANTIOKSIDATIVNIH ENCIMOV

Pred anestezijo nismo ugotovili znacilnih razlik v aktivnosti SOD in GPX med
preiskovanimi skupinami psov. Podobne rezultate navajajo tudi Domanjko Petri€ in
sod. (2010), ki so primerjali aktivnost SOD in GPX pri psih s sréni obolenjem, vklju¢no
z MDMZ, z aktivnostjo SOD in GPX pri zdravih psih.

V nasi raziskavi se aktivhost SOD ni razlikovala med posameznimi protokoli pri nobenem
od odvzemov. Podobno so ugotovili Allaouchiche in sod. (2001), ki so spremljali aktivhost
SOD pri prasi€ih, anesteziranih s propofolom, sevofluranom in desfluranom. Rezultati
nase raziskave so delno primerljivi tudi z rezultati raziskave na zdravih psih, kjer so
ugotavljali u€inek anestezije s propofolom ali izofluranom na aktivnost antioksidativnih
encimov SOD, GPX in CAT. Pri psih brez MDMZ se aktivhost SOD, tako kot v nasi
raziskavi, ni znacilno spremenila pri anesteziji s propofolom, medtem ko se je znacilno
znizala pri anesteziji z izofluranom (Lee in Kim, 2012). Nasi rezultati so deloma primerljivi
tudi z rezultati raziskave pri zdravih ljudeh, kjer se aktivnost SOD pri anesteziji s
sevofluranom ni znacilno spremenila, za razliko od anestezije z desfluranom, kjer se je

aktivnost tega encima znacilno povecala (Koksal in sod., 2004).
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Na osnovi teh rezultatov sklepamo, da je bila proizvodnja RKZ med anestezijo pri
vseh treh skupinah psov premajhna, da bi povzro€ila aktivacijo SOD. Superoksidna
dismutaza je zelo pomemben znotrajceli¢ni antioksidativni encim, vendar novejSe
raziskave poudarjajo predvsem vpletenost SOD pri celi¢ni signalizaciji (Fukai in Ushio
Fukai, 2011). Pomembno vlogo pri razli¢nih adaptacijskih mehanizmih celic naj bi imel
tudi vodikov peroksid, ki nastane z dismutacijo superoksida s pomocjo kataliticnega
delovanja SOD (Lubos in sod., 2011).

Podatki o vplivu anestezije na aktivnost GPX pri zdravih psih in ljudeh se zelo razlikujejo
(Naziroglu in Gunay, 1999; Allaouchiche in sod., 2001; Ceylan in sod., 2009; Lee in
Kim, 2012; Akin in sod., 2015). Raziskav, ki bi ugotavljale u€inek anestezije na GPX pri

psih z MDMZ, v nam dostopni literaturi nismo zasledili.

Rezultati nase Studije niso pokazali znacilnih razlik v aktivhosti GPX med skupinami
psov pri nobenem od odvzemov. V primerjavi z bazalnimi vrednostmi se je pri anesteziji
s propofolom in sevofluranom aktivnost GPX znacilno povecala eno uro po uvodu v
anestezijo tako pri psih brez MDMZ kot pri psih z MDMZ, medtem ko pri anesteziji s
propofolom pri psih z MDMZ ni bilo znacilnega povecanja aktivnosti GPX. Nasprotno so
Allaouchiche in sod. (2001) pri praSi€ih ugotovili znacilno povecano aktivhost GPX pri
anesteziji s propofolom, pri anesteziji s sevofluranom pa ne. Naziroglu in Ginay (1999)
pri psih nista ugotovila znacilnih sprememb v aktivnosti GPX pri anesteziji z enfluranom.
Lee in Kim (2012) prav tako nista ugotovila znacilnih razlik v aktivnosti GPX pri psih, ki
so bili anestezirani s propofolom in izofluranom ali samo s propofolom, kar je deloma
primerljivo z nasimi rezultati. Ceylan in sod. (2009) niso ugotovili znacilnih sprememb
v aktivnosti GPX pri zdravih ljudeh, ki so bili anestezirani s propofolom, medtem ko
so Akin in sod. (2015) ugotovili znacilno povecano aktivhost GPX tako pri anesteziji s
sevofluranom kot pri anesteziji s propofolom. Razlike med raziskavami bi lahko pripisali

razlikam v oksidativni presnovi med ¢lovekom in ostalimi zZivalskimi vrstami.

5.4 VPLIV ANESTEZIJE NA ANTIOKSIDATIVNO KAPACITETO PLAZME

Merjenje plazemske ACL zajema lipofilne antioksidante (vitamin E (predvsem alfa in
gama tokoferol), ubikinol (oksidirana oblika ubikinona (koencima Q, ), karotenoidi (beta-
karoten, alfa-karoten, likopen, lutein, itd)), pri ¢emer najvecji delez (75%) vrednosti
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ACL (v primeru plazme zdravega Cloveka) pripada alfa in gama tokoferolu (Popov in
Lewin, 1996). V nasi raziskavi je bila ACL pri vseh odvzemih znacilno viSja pri psih z
MDMZ v primerjavi s psi brez MDMZ, anesteziranimi s propofolom in sevofluranom,

kar je najverjetneje posledica znacilno visje koncentracije vitamina E pri bolnih psih.

Uro po uvodu v anestezijo se je ACL znacilno povec€ala samo pri psih z MDMZ, ki so
bili anestezirani s propofolom, medtem ko pri psih, ki so bili anestezirani s kombinacijo
propofola in sevoflurana (tako pri psih brez MDMZ kot pri psih z MDMZ), med in po
anesteziji ni prislo do znacilnih razlik v vrednosti ACL v primerjavi z bazalnimi vrednostmi.
Kljub znacilnemu porastu vrednosti ACL v skupini, ki je bila anestezirana s propofolom,

znacilnih razlik v vrednosti ACL med anestezijskima protokoloma nismo ugotovili.

Znacilno povecano vrednost ACL eno uro po uvodu v anestezijo v primerjavi z bazalno
vrednostjo pri psih, ki so bili anestezirani s propofolom, bi morda lahko pripisali
antioksidativnim lastnostim propofola (Rigobello in sod., 2004; Volti in sod., 2006).
V meritev vrednosti ACL so zajeti tudi eksogeni lipofilni sintetiCni antioksidanti, ki se
uporabljajo kot antioksidativna terapija (Popov in Lewin, 1996). Popov in Lewin (1996)
sta dokazala, da 4-tedensko dodajanje sinteti¢nih lipofilnih antioksidantov k prehrani
kuncev znacilno povec€a vrednost ACL. Podobno so znacilno pove€ano vrednost ACL
ugotovili pri psih z atopi¢nim dermatitisom, ki so 8 tednov prejemali vitamin E kot
dodatek k prehrani (Plevnik Kapun in sod., 2014). Glede na navedeno domnevamo,
da je znacilno poviSana vrednost ACL posledica doprinosa propofola oziroma njegovih
antioksidativnih lastnosti.

V nasprotju z ACL so v meritvi ACW zajeti le vodotopni antioksidanti, kot so na primer
vitamin C, glutation, se€na kislina, beljakovine ter nizkomolekularni antioksidanti
(Popov in Lewin, 1994; Yeum in sod., 2004).

Bazalne vrednosti ACW se niso znacilno razlikovale med psi brez MDMZ in psiz MDMZ,
ki so bili anestezirani s propofolom in sevofluranom, kar kaze na to, da je homeostaza
vodotopnih antioksidativnih mehanizmov pri psih z za¢etno stopnjo MDMZ Se vedno

ohranjena.
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Pri psih z MDMZ smo ugotovili znacilno visje vrednosti ACW pri anesteziji s propofolom
v primerjavi z anestezijo s propofolom in sevofluranom eno uro po uvodu v anestezijo,
kar bi morda lahko pripisali antioksidativnim lastnostim propofola (Rigobello in sod.,
2004; Volti in sod., 2006). Po drugi strani pa je morda znacilno vi§ja vrednost ACW
posledica aktivacije sistemskih vodotopnih antioksidativnih mehanizmov, kot so
ugotovili Braz in sod. (2015) zaradi pro-oksidativhega delovanja propofola (Petros in
sod., 1993; Hay Kraus in sod., 2000; Wojewodzka-Zelezniakowicz in sod., 2016).

Vrednost ACW se je v primerjavi z bazalnimi vrednostmi znacilno povec€ala uro po
uvodu v anestezijo tako pri psih, ki so bili anestezirani s propofolom, kot pri psih (tako
pri zdravih kot pri psih z MDMZ), ki so bili anestezirani s propofolom in sevofluranom.
Pri psih, ki so bili anestezirani samo s propofolom, se je ACW znacilno povecala takoj
po uvodu v anestezijo in je ostala znaCilno poveCana tudi po anesteziji. Poleg tega
je bila ACW pri teh psih znacilno vecja uro po uvodu v anestezijo v primerjavi s psi
z MDMZ, ki so bili anestezirani s kombinacijo propofola in sevoflurana. Sklepamo,
da je pri anesteziji s propofolom znacilno pove€anje ACW najverjetneje posledica
antioksidativnih lastnosti propofola kot lovilca prostih radikalov. Podobno so pri

anesteziji s propofolom pri ljudeh ugotovili Braz in sod. (2015).

Pri pregledu obstojece literature nismo nasli podatkov o u€inku anestezije na ACW in
ACL. Nasih rezultatov ne moremo primerjati z rezultati raziskav, pri katerih so dolocali
celokupno antioksidativno kapaciteto plazme ali seruma, ne da bi lo€ili ACW in ACL
(Rubio in sod., 2016; Tomsic¢ in sod., 2016).

5.6 OMEJITVE RAZISKAVE

Psi, ki so bili vklju€eni v raziskavo, so bili lastniski psi, ki so Ziveli v razlinih okoljih, jedli
razlicno hrano in so bili razlicno aktivni. Zdravstveni status psov se je razlikoval tako
glede na stopnjo napredovanja MDMZ kot tudi glede na zdravje zob in ustne votline,
Ceprav smo z izkljuCitvenimi kriteriji zelo omejili morebitne dejavnike, ki bi lahko vplivali

na izbrane parametre oksidativnega stresa in s tem na izid raziskave.

Vnetni procesi v ustni votlini (parodontalna bolezen, okuzba koreninskega kanala in

periapikalno vnetje) vplivajo na sistemsko vnetje (Rawlinson in sod., 2011; Nemec
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in sod., 2013) in s tem na oksidativni stres. Da bi vsaj deloma ovrednotili vpliv
zdravstvenega stanja ustne votline in zob na oksidativni stres, smo pse razdelili v dve
skupini glede na Stevilo obolelih zob. Izbrana porazdelitev ni idealna, saj pri tem nismo
upostevali velikosti parodontalne rane (Harvey in sod., 2008), prav tako predstavljata
okuzba in vnetje koreninskega kanala drugacen patoloSki proces (glede na trajanje
procesa tudi razli¢nih stopenj) kot okuzba in vnetje zaradi parodontalne bolezni in je
zato njun doprinos k lokalnemu (in posledi¢no sistemskemu) vnetju tezko enagiti. Kljub
temu smo se odloCili za izbrano porazdelitev zaradi omejenega Stevila psov, ki jih je
bilo glede na ostale izklju€itvene dejavnike mozno vkljuciti v raziskavo. Glede na to,
da se skupine niso znacilno razlikovale v parodontalnem statusu in Stevilu travmatsko
poskodovanih zob, smo lahko izklju€ili morebitni vpliv bolezni ustne votline in zob na
oksidativhe parametre med anestezijo psov brez MDMZ in psov z MDMZ. Tudi sam
stomatoloski poseg (npr. obseg kirur§kega zdravljenja) in uporaba podpornih zdravil
sta se razlikovala glede na zdravstveno stanje ustne votline psa. Iz tega razloga smo
omejili izbor uporabljenih zdravil, vendar le do te mere, da smo lahko psom nudili

strokovno in uCinkovito zdravljenje.
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6 ZAKLJUCKI

1. Pri psih s parodontalno boleznijo anestezija s propofolom in sevofluranom
povzroCi vecji obseg oksidativhega stresa pri psih z MDMZ v primerjavi s tistimi
brez MDMZ.

2. Anestezija s propofolom ne povzroCi manjSega obsega oksidativhega stresa v
primerjavi z anestezijo s propofolom in sevofluranom pri psih s parodontalno
boleznijo in MDMZ.

3. Antioksidativni odgovor na povecano nastajanje RKZ med anestezijo se razlikuje
pri anesteziji s propofolom v primerjavi z anestezijo s propofolom in sevofluranom
pri psih z MDMZ. Vrednosti ACW so bile znacilno viSje eno uro po uvodu v
anestezijo pri psih, ki so bili anestezirani s propofolom, v primerjavi s psi, ki so bili
anestezirani s kombinacijo propofola in sevoflurana.

4. Anestezijo s propofolom ali anestezijo s propofolom in sevofluranom lahko s
stalis¢a vpliva na oksidativni stres enako varno uporabimo pri psih z MDMZ.
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7 POVZETEK

V raziskavo smo vklju€ili 30 psov s parodontalno boleznijo (12 brez in 18 z MDMZ).
Zeleli smo ovrednotiti oksidativni stres, ki ga povzroéi anestezija s propofolom in
sevofluranom pri psih z MDMZ v primerjavi s psi brez MDMZ. Zanimalo nas je tudi, ali
pri psih z MDMZ anestezija s propofolom, ki naj bi deloval antioksidativno, povzroci

manjSi oksidativni stres kot anestezija s propofolom in sevofluranom.

Pri anesteziji s propofolom in sevofluranom, smo ugotovili znacilno visje vrednosti
vitamina E in ACL pri psih z MDMZ v primerjavi s psi brez MDMZ pri vseh odvzemih
krvi, medtem ko so bile vrednosti MDA znacilno visje pri psih z MDMZ le med in po
anesteziji. Rezultati nakazujejo na pove€ano sproS¢anje vitamina E iz mas€obnega
tkiva kot odgovor na povecano nastajanje RKZ pri psih z MDMZ ACVIM B1 in B2. Pri
teh psih je bil, v primerjavi s psi brez MDMZ, obseg lipidne peroksidacije vedji zaradi

poveCanega nastajanja RKZ med anestezijo.

S primerjavo anestezije s propofolom in anestezije s propofolom in sevofluranom
pri psih z MDMZ smo ugotovili, da (z izjemo ACW) med izbranima anestezijskima
protokoloma ni bilo znacilnih razlik v vrednostih parametrov oksidativhega stresa. V
nasprotju z nasimi pri€akovaniji anestezija s propofolom ni povzroc€ila manjSega obsega

oksidativnhega stresa kot kombinacija propofola in sevoflurana pri psih z MDMZ.

Zaklju€imo lahko, da sta oba anestezijska protokola varna in primerna za anestezijo

psov z MDMZ z ozirom na oksidativni stres.
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8 SUMMARY

Thirty dogs with periodontal disease (12 without and 18 with MMVD) were included
in the study. We aimed to evaluate the oxidative stress induced by anaesthesia with
propofol and sevoflurane in dogs with MMVD comparing to dogs without MMVD.
We also investigated whether anaesthesia with propofol, which is believed to have
antioxidant properties, causes less oxidative stress compared to anaesthesia with

propofol and sevoflurane in dogs with MMVD.

In dogs anaesthetized with propofol and sevoflurane, vitamin E and ACL values were
significantly higher at all sampling times in those with MMVD when compared to dogs
without MMVD, while MDA values were significantly higher in dogs with MMVD only
during and after anaesthesia. These results indicate an increased mobilization of
vitamin E from adipose tissue in response to an enhanced ROS production in dogs with
MMVD ACVIM B1 and B2. These dogs were also more affected by oxidative damage
of lipids due to an enhanced ROS production during anaesthesia in comparison to
dogs without MMVD.

There was no significant difference in selected parameters of oxidative stress in dogs
with MMVD, anaesthetized with propofol and sevoflurane compared to dogs with MMVD
anaesthetized only with propofol, except for ACW. In contrast to our expectations,
anaesthesia with propofol did not cause oxidative stress to a lesser extentin comparison
to anaesthesia with propofol and sevoflurane in dogs with MMVD.

In conclusion, both anaesthetic protocols can safely be used in dogs with early stage
MMVD with regard to oxidative stress.
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11 PRILOGE

11.1 IZJAVA LASTNIKA O VKLJUCITVI PSA V RAZISKAVO

Ime in priimek [astNika PSa/PSICE: .......u i anaaanes
Podatki o zivali (ime, pasma, datum rojstva): .........ccccciii
Podpisani/a izjavljam,

da sem lastnik zgoraj omenjenega psa/psice, da sem razumel/a postopke, ki bodo izvedeni
v raziskavi z naslovom Vpliv anestezije s propofolom in sevofluranom na oksidativni
stres pri psih z miksomatozno degeneracijo mitralne zaklopke in dovoljujem sodelovanje
mojega psal/psice v tej raziskavi. Strinjam se, da bodo vzorci krvi, odvzeti pred, med in po

anesteziji uporabljeni v raziskovalne nhamene.

Dobrobit in morebitna tveganja, ki bi jim lahko bila podvrZzena moja zival mi je razumljivo

razlozila Katerina Tomsic, dr.vet.med., ki je odgovorna za varnost v poteku raziskave.

Moje sodelovanje v raziskavi je popolnoma prostovoljno in ga lahko odklonim oziroma

sodelovanije v teku raziskave kadarkoli prekinem.

I F= Y (0L T T 00T | o1

IZJAVA RAZISKOVALCA (izpolni raziskovalec)

Podpisana Katerina Tomsi¢, dr.vet.med. potrjujem, da sem razumljivo razlozila lastniku zivali

potek raziskave ter dobrobit in morebitna tveganja, ki bi lahko nastala med potekom raziskave.

I F= T (0L T T oL | o1
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11.2 VPRASALNIK O ZDRAVSTVENEM STATUSU PSA

Kdaj je pes/psica nazadnje jedel/a pil/a?

Ali dobiva kaksSna zdravila?

Katera in koliko?

Ali je dobil/a katerakoli zdravila, vitaminske dodatke ali sredstva proti bolham v zadnjem

mesecu?

Katera in koliko?

Ali je imel/a kakSna obolenja v preteklosti (driske, bruhanje, kihanje, izcedki, krvavitve)?

Ali je imel/a kdaj epilepti¢ni napad?

Ali je kdaj padel/a v nezavest, tezko dihal/a, kasljal/a, se utrujal/a?

Ali normalno odvaja vodo in blato?

Ali je bil/a v tem mesecu cepljen/a? Proti cemu?

Kdaj se je psi¢ka nazadnje gonila? Je sterilizirana?

Ali je ze kdaj bil/a v splo$ni anesteziji?

Kaksna je vsakodnevna prehrana vase/ga psice/psa?
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11.3 IZBRANI HEMATOLOSKI PARAMETRI PSOV V RAZISKAVI
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11.4 IZBRANI BIOKEMIJSKI PARAMETRI PSOV V RAZISKAVI
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11.5 IZBRANI EHOKARDIOGRAFSKI PARAMETRI PSOV Z MIKSOMATOZNO
DEGENERACIJO MITRALNE ZAKLOPKE

Priloga 5: Izbrani ultrazvo¢ni parametri (povprecje + SD) za uvrstitev psov z MDMZ po ACVIM klasifikaciji
Supplement 5: Selected echographic parameters (mean + SD) to assess MMVD stage in dogs

according to the ACVIM classification

SKUPINA/ La/Ao LVEF (%) HR (bpm) MVE Vel (m/s)
Group

PS/K (n=8) 1,71+ 0,16 74,62 + 8,85 131,75 £ 36,54 1,07 £ 0,08
P/K (n=10) 1,51+0,43 59,32 + 12,05 115,43 £ 22,24 0,81 +£ 0,09

LEGENDA: ACVIM — Ameriski kolegij za veterinarsko interno medicino; MDMZ — miksomatozna
degeneracija mitralne zaklopke; SD — standardni odklon; n — Stevilo psov; PS/K — psi z MDMZ, anestezirani
s propofolom in sevofluranom; P/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom; La/Ao — razmerje med
premerom levega preddvora in korena aorte; LVEF — iztisni delez levega prekata; HR — frekvenca srca;
MVE Vel - hitrost E vala mitralnega pritoka; bpm — utripi na minuto; m/s — metri na sekundo.

LEGEND: ACVIM — American College of Veterinay Internal medicine; MMVD — myxomatous mitral valve
degeneration; SD — standard deviation; n = number of dogs; PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with
propofol and sevoflurane; P/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol; La/Ao — left atrium:aortic
root ratio; LVEF — left ventricular ejection fraction; HR — heart rate; MVE Vel — mitral valve E wave

velocity; bpm — beats per minute; m/s — metre per second.
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11.6 PODATKI O ZDRAVSTVENEM STANJU USTNE VOTLINE IN ZOB PSOV PO
AVDC KLASIFIKACIJI

Priloga 6: Podatki o zdravstvenem stanju ustne votline in zob psov po AVDC klasifikaciji.

Supplement 6: Health status of dog‘s oral cavity according to AVDC classification.

SKUPINA PES ST.ZOB PD1 PD2 PD3 PD4 ST. POSK. ZOB
Group Dog No. of teeth No. of traumatized teeth
PS/K (n = 8) K1 42 42 / / / /
K3 40 18 16 / 6 /
K5 33 22 3 1 3 4
K9 42 32 7 2 1 /
K10 42 33 1 / / 8
K12 41 24 11 2 4 /
K13 37 22 5 3 3 4
K18 41 41 / / / /
P/K (n=10) K6 40 27 5 1 7 /
K7 29 7 9 1 12 /
K8 41 12 10 5 14 /
K11 42 27 12 1 2 /
K14 38 25 6 2 4 1
K15 42 40 1 / / 1
K16 41 15 12 1 12 1
K17 41 39 1 / / 1
K29 41 38 2 / / 1
K31 42 36 2 / 1 3
PS/Z (n=12) 19 42 42 / / /
20 41 24 6 3 8 /
21 38 34 2 1 / 1
22 42 15 19 8 / /
23 42 42 / / / /
24 36 33 / 2 1
25 40 39 1 / / /
26 41 11 12 7 1" /
27 41 40 1 / / /
28 42 35 3 / / 4
30 42 19 22 1 / /
32 42 32 3 1 1 5

LEGENDA: AVDC —Ameriski kolegij za veterinarsko stomatologijjo; MDMZ — miksomatozna degeneracija

mitralne zaklopke; SD — standardni odklon; n — Stevilo psov; PS/K — psi z MDMZ, anestezirani s
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propofolom in sevofluranom; P/K — psi z MDMZ, anestezirani s propofolom; PS/Z — psi brez MDMZ,
anestezirani s propofolom in sevofluranom; ST. ZOB — $tevilo prisotnih zob v ustni votlini; PD1 — 1.
stopnja parodontalne bolezni (vnetje dlesni brez izgube prirastiS¢a zoba); PD2 — 2. stopnja parodontalne
bolezni (manj kot 25 % izgube prirastiS€a zoba); PD3 — 3. stopnja parodontalne bolezni (25 %—50 %
izgube prirastiS€a zoba); PD4 — 4. stopnja parodontalne bolezni (ve€ kot 50 % izgube prirasti§¢a zoba);
8T. POSK. ZOB - $tevilo travmatsko poskodovanih zob.

LEGEND: AVDC - American Veterinary Dental College; MMVD — myxomatous degeneration of the
mitral valve; SD — standard deviation; n — number of dogs; PS/K — dogs with MMVD anaesthetized with
propofol and sevoflurane; P/K — dogs with MMVD anaesthetized with propofol; PS/Z — dogs without
MMVD anaesthetized with propofol and sevoflurane; No.of teeth — number of teeth present; PD1 — stage
1 periodontal disease (gingivitis without attachment loss); PD2 — stage 2 periodontal disease (less than
25 % of attachment loss); PD3 — stage 3 periodontal disease (25-50 % of attachment loss); PD4 — stage
4 periodontal disease (more than 50 % of attachment loss); No. of traumatized teeth — number of teeth

affected by trauma.
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