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IZVLECEK

Namen raziskave je bil pridobiti vpogled v farmakokinetiko in odgovor obtocil na perinevralno
aplikacijo deksmedetomidina (DEX) in levobupivakaina (LB) in ugotoviti, ali DEX omeji
odgovor organizma na stres. Stiridesetim psom, pri katerih smo v splo$ni anesteziji z
izofluranom opravili stomatoloski poseg, smo aplicirali 0,5 % LB za omrtvicenje obeh
infraorbitalnih (I0) Zivcev (0,11 mL/kg®?) in obeh inferiornih alveolarnih (IA) Zivcev (0,18
mL/kg??). Desetim psom smo poleg LB aplicirali DEX (0,5 pg/kg) perinevralno ob IO Zivec
(LB+DEX I0), desetim ob IA Zivec (LB+DEX IA), desetim pa intravensko (LB+DEX IV).
Desetim psom smo intravensko aplicirali placebo (LB+PLC IV). Za doloc¢anje koncentracije
LB in DEX s pomocjo analize LC-MS/MS smo odvzeli kri pred in po aplikaciji obeh u¢inkovin
ter 1, 2, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 in 120 minut po aplikaciji. Sréno-zilne parametre smo prvih
12 minut po aplikaciji zdravil od¢itali vsako minuto, nato pa na pet minut do konca posega. Za
doloc¢anje koncentracije kortizola in glukoze smo odvzeli kri po uvodu v anestezijo in na koncu
posega. V nadaljevanju smo v raziskavo vkljucili §e 20 psov in jim samo na eno mesto aplicirali
LB (IO ali 1A blok). Kri za doloc¢anje koncentracije LB smo jim odvzeli ob enakih ¢asovnih
tockah kot v prvem delu raziskave. Absorpcija DEX je bila neznacilno hitrejSa pri LB+DEX
10, medtem ko je bila pri LB+DEX IA boljSa bioloSka razpoloZljivost (56 % proti 48 %) in
hitrejSa eliminacija. Frekvenca srca je bila v primerjavi s placebo skupino znacilno niZja pri
vseh skupinah psov, ki so prejele DEX. Srednji arterijski tlak je bil v primerjavi z LB+PLC IV
skupino znacilno vi§ji pri LB+DEX IV in LB+DEX IA. Koncentracija kortizola je bila
neznacilno niZja na koncu posega pri vseh skupinah, koncentracija glukoze pa je bila znacilno
nizja na koncu posega le pri LB+DEX IA skupini. Stopnjo bole¢ine je 14 dni po posegu
znacilno nizje ocenil le stomatolog, ne pa tudi anestezist in lastnik psa. Levobupivakain se je
najhitreje absorbiral po aplikaciji ob IA Zivec (LB IA), vendar razlika v primerjavi z aplikacijo
ob 10 Zivec ni bila znacilna. Lokacija perinevralne aplikacije DEX in LB ni vplivala na hitrost
in koli¢ino sistemske absorpcije, DEX pa ni omejil perioperacijskega stresnega odgovora,

najverjetneje zaradi izredno nizkega odmerka.

Klju¢ne besede: podrocna anestezija; ustna votlina; pes; zivéni bloki; deksmedetomidin;

levobupivakain; farmakokinetika; sréno-Zilni parametri



M. Pavlica: Podro¢na anestezija. .. farmakokinetika in odziv obto¢il na vnos deksmedetomidina in levobupivakaina. 5
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2023. Doktorska disertacija

ABSTRACT

The aim of this study was to gain insight into the pharmacokinetics and cardiovascular response
to perineural administration of dexmedetomidine (DEX) and levobupivacaine (LB) and to
determine whether DEX limits the perioperative stress response. Forty dogs undergoing dental
procedure under general anaesthesia with isoflurane were administered 0.5% LB to both
infraorbital (I0) blocks (0.11 mL/kg??) and both inferior alveolar (IA) blocks (0.18 mL/kg??).
In addition to LB, 10 dogs were administered DEX (0.5 pg/kg) perineurally at IO nerve (LB +
DEX 10), ten dogs at IA nerve (LB + DEX IA), and 10 dogs were administered DEX
intravenously (LB + DEX IV). Ten dogs were administered a placebo intravenously (LB + PLC
IV). Blood was collected to determine the concentration of LB and DEX using the LC-MS /MS
analysis before and after administration of the two drugs and also at 1, 2, 5, 10, 15, 30, 45, 60,
90, and 120 minutes thereafter. Cardiovascular parameters were measured every minute for the
first 12 minutes and then every five minutes until the end of the procedure. Blood was drawn
to determine cortisol and glucose concentrations after the induction of general anaesthesia and
at the end of the procedure. Twenty additional dogs were included in the study and applied LB
to only one site (IO or IA block). For the determination of LB, blood was collected at the same
time points as in the first part of the study. The absorption of DEX was non-significantly faster
in the LB + DEX 10 group, whereas in the LB + DEX A group, better bioavailability (56% vs.
48%) and faster elimination were observed. Heart rate was significantly lower in all groups of
dogs receiving DEX compared to the placebo group. Mean arterial pressure was significantly
higher in the LB + DEX IV and LB + DEX IA groups compared to the LB + PLC IV group.
Cortisol concentration was non-significantly lower at the end of the procedure in all groups,
and glucose concentration was significantly lower at the end of the procedure only in the LB +
DEX IA group. Only the stomatologist, but not the anaesthesiologist and the dog owner,
determined a significantly lower level of pain 14 days after the procedure. The fastest
absorption of LB occurred after administration near the IA nerve (LB IA). The site of perineural
application of DEX and LB did not affect the rate and amount of systemic absorption, and DEX

did not limit the perioperative stress response, probably because of the low dose we used.

Key words: regional anaesthesia; oral cavity; dog; nerve blocks; dexmedetomidine;

levobupivacaine; pharmacokinetics, cardiovascular parameters
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SEZNAM OKRAJSAV

ACTH - adrenokortikotropni hormon

AUC — povrsina pod krivuljo

AP — akcijski potencial

ASA — angl. American Society of Anesthetists
Cl - ocistek

Cmax — najvisja plazemska koncentracija

CYP — naddruzina citokromov P450

CYP1A2 — citokrom P450 1A2

CYP3A4 — citokrom P450 3A4

DEX — deksmedetomidin

EKG — elektrokardiogram

EPAR — angl. European Public Assessment Report
EtCO; — delni tlak COz na koncu izdiha

FDA —angl. U.S. Food and Drug Administration (Uprava za hrano in zdravila ZdruZenih

drzav Amerike)

GABA — y-aminobutanojska kislina

12

GPCR - druZina membranskih receptorjev gvanin nukleotid regulacijskih proteinov,

sklopljenih z G-proteinom (angl. G protein-coupled receptors)
IA — inferiorni alveolarni

IM — intramuskularno

10 — infraorbitalni

IP — intraperitonealno

IV — intravensko

kel — konstanta hitrosti eliminacije

LA — lokalni anestetik

LB — levobupivakain

LC-MS /MS — tekocinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno spektrometrijo

LOD — meja detekcije
LOQ — meja kvantifikacije
MED — medetomidin

pKa — disociacijska konstanta
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1 UVOD

1.1 Predstavitev problematike

Sodobni anestezijski protokoli temeljijo na multimodalnem pristopu k prepre¢evanju bolecCine,
ki vkljucuje uporabo razli¢nih vrst analgetikov pred, med in po kirurSkem posegu. S
perinevralno aplikacijo lokalnih anestetikov (LA) povzro¢imo reverzibilno podro¢no inhibicijo
prevodnosti senzori¢nega drazljaja po zivcu in s tem blokado prenosa bolecine v osrednje
zivcevje. Na ta nacin zmanjSamo odmerke injekcijskih in hlapnih anestetikov in s tem omejimo
njihove neZelene ucinke, prepreCimo hiperalgezijo in zmanjSamo porabo analgetikov v
pooperacijskem obdobju ter zagotovimo hitrejSe okrevanje zivali po posegu (Pascoe, 2020).
Podroc¢na anestezija tudi omeji stresni odgovor na anestezijo in kirurski poseg (Romano in sod.,
2016).

Najpogostejsi zapleti pri aplikaciji LA so poskodba Zivca, hematom in neZelena intravenska (IV)
aplikacija. Zapletom se lahko izognemo z uporabo pravilnih tehnik aplikacije, izbiro ustrezne
igle in aspiracijo pred aplikacijo LA (Pascoe, 2020). Do sistemske toksi¢nosti LA pride pri
predoziranju ali pri nenamerni IV aplikaciji. Intoksikacija z LA pri zavestnih zZivalih se klini¢no
najprej pokaZze z znaki motenj v delovanju osrednjega Ziv€evja, Sele nato obtocil, saj je osrednje
zivéevje bolj dovzetno za njihove ucinke. Te ucinke je tezje zaznati pri anestezirani Zivali
(Leone in sod., 2008). Kontraindikacije za perinevralno uporabo LA so novotvorba, infekcija
in hudo vnetje na mestu aplikacije (Castejon-Gonzalez in sod., 2019).

Pri psih z obolenji zob in obzobnih tkiv se za omrtvienje zgornje in spodnje celjusti uporabljajo
naslednji bloki: maksilarni, infraorbitalni (IO), veliki palatinalni, inferiorni alveolarni (IA) in
srednji mentalni blok (Castejon-Gonzélez in sod., 2019). V praksi se najveckrat uporabljata IO
in IA blok. Volumski odmerek LA pri IO bloku je 0,11 mL/kg??, pri IA bloku pa 0,18 mL/kg*?
(Pascoe, 2020). Z aplikacijo LA v IO kanal zagotovimo podro¢no anestezijo mehkih in trdih
tkiv od prvega sekalca do prvega kocnika ipsilateralne strani zgornje Celjusti. Z aplikacijo LA v
podsluznico ob vhodu v mandibularni kanal, kjer IA Zivec vstopa v spodnjo Celjust, pa
zagotovimo podro¢no anestezijo mehkih in trdih tkiv ipsilateralne strani spodnje Celjusti
(Pascoe, 2020). Blok je u¢inkovit, kadar LA apliciramo v neposredno blizino Zivca in blokiramo
vsaj 70 % transmembranskih natrijevih kanalov preko vsaj treh zaporednih Ranvierevih
zazetkov (Pascoe in Chohan, 2020).

Za omrtvicenje Celjusti se pri psih s stomatoloSkimi obolenji najpogosteje uporabljajo lidokain,

bupivakain in ropivakain, ki jih Zivali apliciramo po uvodu v splosno anestezijo (Alaman in sod.,
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2021; Martinez-Taboada in sod., 2021; Cicirelli in sod., 2021). Omrtvi¢enje podrocja nastopi v
priblizno 2 do 5 minutah po perinevralni aplikaciji lidokaina in 5 do 10 minut po aplikaciji
bupivakaina, senzorni blok pa traja 2 do 3 ure pri lidokainu in 2 do 10 ur pri bupivakainu (Pascoe,
2020).

Levobupivakain (LB) je levosu¢na izomera bupivakaina in ucinkuje podobno kot racemni
bupivakain, vendar je manj kardiotoksi¢en (Mcleod in Burke, 2001). Podatkov o uporabi LB za
omrtvienje Celjusti pri psih ni, objave so omejene le na racemni bupivakain. Prav tako ni
podatkov o farmakokinetiki perinevralno apliciranega LB pri psih.

Podatki o kombiniranju agonistov adrenoreceptorjev ap, kot je deksmedetomidin (DEX) z LA za
perinevralno aplikacijo z namenom podaljSanja senzornega bloka, so pri zivalih zelo skopi.
Deksmedetomidin je aktivna, desnosu¢na izomera racemnega medetomidina. Ima Stevilne
nezelene ucinke, ki so posledica aktivacije pre- in postsinapti¢nih adrenergi¢nih receptorjev an
(Weerink in sod., 2017) in se najveckrat kaZzejo kot spremembe v odzivu obtocil (Tisotti in

sod., 2020). Podatkov o farmakokinetiki perinevralno apliciranega DEX pri psih ni.

1.2 Namen raziskave

Primarni namen raziskave je bil pridobiti vpogled v farmakokinetiko in odgovor obtocil na
perinevralno aplikacijo DEX in LB, ki ju uporabljamo za podro¢no anestezijo zgornje in spodnje
¢eljusti pri psih pri razli¢nih stomatoloskih posegih:

1. z doloCanjem najviSje plazemske koncentracije (Cmax), Casa do najvi§je plazemske
koncentracije (Tmax) in povrsine pod krivuljo (AUC) DEX ter merjenjem arterijskega tlaka in
frekvence srca smo Zzeleli pojasniti morebitno razliko v odgovoru obtocil pri aplikaciji
ucinkovine v 10 kanal oziroma v podsluznico v blizini vhoda v mandibularni kanal;

2. ugotoviti smo Zeleli, kaksne so vrednosti Ciax, Tmax iIn AUC LB v krvni plazmi pri omrtvi¢enju
enega ali vseh §tirih kvadrantov ustne votline in ali je celokupni odmerek LB za omrtvi¢enje
vseh Stirih kvandrantov ustne votline varen;

3. sekundarni namen raziskave je bil z merjenjem koncentracije kortizola in glukoze v krvi ter
ocenjevanjem stopnje sedacije in obnaSanja ugotoviti, ali DEX kot adjuvantni analgetik LB
omeji odgovor organizma na perioperacijski stres in ali se odgovor organizma razlikuje glede na

mesto aplikacije (IV ali perinevralna aplikacija).
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1.3 Hipoteze

1. Lokacija aplikacije vpliva na absorpcijo DEX.

Predvidevamo, da bo zaradi pritiska pri aplikaciji v 10 kanal prislo do hitrejse in vecje

sistemske absorpcije DEX kot pri aplikaciji v podsluznico v blizini vhoda v mandibularni kanal.

2. Sprememba frekvence srca in arterijskega tlaka je odvisna od lokacije aplikacije DEX.

Predvidevamo, da se bo po aplikaciji DEX arterijski tlak bolj in prej zvecal, frekvenca srca pa
bolj in prej zmanjsala pri 10 bloku kot pri I4 bloku.

3. Lokacija aplikacije vpliva na absorpcijo LB.

Podobno kot pri DEX, tudi pri LB predvidevamo, da bo pri aplikaciji v 10 kanal prislo do
hitrejSe in vecje sistemske absorpcije kot pri aplikaciji v podsluznico v bliZini vhoda v

mandibularni kanal.

4. Deksmedetomidin omeji stresni odgovor organizma.

Predvidevamo, da bo DEX kot adjuvantni analgetik omejil odgovor organizma na stres zaradi
anestezije in stomatoloSkega posega, kar naj bi se odrazilo z manj izrazitim povecanjem
koncentracije kortizola in glukoze v krvi pri psih, pri katerih bomo uporabili DEX.
Predvidevamo, da se stresni odgovor ne bo razlikoval glede na mesto aplikacije DEX

(perinevralna ali IV).

5. Podro¢na anestezija pripomore k hitrejSemu okrevanju in izboljSanju kvalitete Zivljenja

po stomatoloskemu posegu.

Glede na predhodne rezultate zdravljenja in komunikacijo z lastniki predvidevamo, da bodo
lastniki vecinoma potrdili hitro okrevanje in izboljsanje kvalitete Zivljenja psov po
stomatoloskem posegu, ki ga bomo izvedli v splosni anesteziji v kombinaciji s podrocno

anestezijo.
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2 PREGLED LITERATURE

1.4 Lokalni anestetiki

1.4.1 Mehanizem delovanja lokalnih anestetikov

Lokalni anestetiki blokirajo prevodnost zivcev tako, da se reverzibilno vezejo na a podenoto
napetostno odvisnih natrijevih kanalov v membrani zivénih celic. Da se to zgodi, se mora LA
raz8§iriti po celotni lipoproteinski membrani. Ob aplikaciji LA je ta v raztopini z nizkim pH, ki
skrbi, da je vecina ucinkovine v ionizirani, topni obliki. V tkivu ta preide v nevtralno,
neionizirano obliko in vstopi v zZivéno celico. Obseg spremembe v neionizirano obliko je
odvisen od pKa LA in pH tkiva (obic¢ajno 7,4). Ko je LA enkrat v celici, ga niZji znotrajceli¢ni
pH spet spremeni v ionizirano obliko in v taki obliki blokira natrijeve kanale. Vstop natrija se
zmanj$a in nara§¢anje membranskega potenciala se upocasni. Ko je blokiranih dovolj natrijevih
kanalov, prag za nastanek akcijskega potenciala (AP) ni doseZen in prevodnost elektricnih
impulzov se ustavi. Mirovni membranski potencial in meja, kjer pride do depolarizacije

membranskega potenciala, pa ostaneta enaka (McLure in Rubin, 2005).

Lokalni anestetik blokira tudi kalijeve in kalcijeve kanale ter receptorje sklopljene z G-
proteinom. KakSna bo stopnja samega Zivénega bloka, je odvisno od premera Zivénega vlakna.
Tako je za blokado nastanka AP v zivénih vlaknih vecjega premera (za zaznavo dotika, pritiska
in motori¢ne funkcije) potrebna vecja koncentracija LA kot pri tistih z manj$im premerom (za
zaznavo bolecine). Zato pri bloku najprej pride do izgube zaznave bolecine, nato pa ji v vrstnem
redu sledijo Se izguba zaznave temperature, dotika, globinske zaznave in na koncu §e motori¢ne

funkcije (McLure in Rubin, 2005).

Afiniteta LA do posameznih natrijevih kanalov je odvisna od konformacijskega stanja kanala,
saj je od tega odvisno, ali so receptorska mesta za LA dostopna ali ne. Najvi$ja stopnja afinitete
je, ko je kanal odprt, in najmanjsa, ko je zaprt. Afiniteta pa je odvisna tudi od vrste LA. Tako
se na primer lidokain hitro veZe na receptorje v kanalih, vendar se z njih tudi hitro sprosti. Za
razliko od njega se bupivakain, ki se tudi veze hitro, zelo pocasi odstrani z receptorjev (McLure
in Rubin, 2005). Razlika je tudi med posameznimi enantiomerami bupivakaina, saj se
desnosucna odstrani pocasneje kot levosucna (Vanhoutte in sod., 1991). To je pomembno
predvsem z vidika kardiotoksi¢nosti, saj je pri tistth LA, ki se odstranjujejo pocasi, vecja

moznost, da pride do nastanka zivljenjsko ogrozajoc¢ih aritmij (Clarkson in Hondeghem, 1985).
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1.4.2 Bupivakain in levobupivakain

Zacetki lokalne anestezije segajo v leto 1884, ko je Carl Koller pri poskusu na sebi ugotovil, da
ob aplikaciji kokaina na ocesno veznico oko postane neobcutljivo na dotik in bolec¢ino (McLure
in Rubin, 2005). Zaradi Stevilnih nezelenih u¢inkov kokaina so zaceli iskati nove LA z manj
nezelenimi ucinki in s ¢im dalj$im casom delovanja. Dobrih osemdeset let kasneje, leta 1963,
so odkrili bupivakain, prvi dolgo delujoci lokalni anestetik, s katerim so naredili zelo

pomemben korak v razvoju podrocne anestezije (Ruetsch in sod., 2001).

Kmalu so ugotovili, da ima bupivakain vrsto neZelenih u¢inkov. Zato so po letu 1980 zaceli
iskati nov dolgo delujo¢i LA. Ugotovili so, da racemicni bupivakain sestavljata dve opticno
aktivni enantiomeri, desnosuc¢na R in levosuc¢na S. Po in vivo Studijah obeh enantiomer med
letoma 1991 in 1996 so ugotovili, da ima S enanatiomera mnogo manj neZelenih uc¢inkov na
osrednje ziv€evje in srce kot R enantiomera ali racemi¢ni bupivakain. Poimenovali so jo

levobupivakain (Ruetsch in sod., 2001).

Vsi LA imajo lipofilni aromatski obroc, ki je povezan s hidrofilno aminsko skupino, veriga, ki
ju povezuje, pa je lahko sestavljena iz estra ali amida (Becker in Reed, 2012). Levobupivakain
spada v skupino amidnih LA. Je zelo dobro topen v mascobi in ima visok pKa (8,1). Ker je
dobro topen v mascobi, lazje vstopa skozi celicno membrano zivénih celic in zato je potrebnih
manj molekul, da dosezemo Zeleni u¢inek (Leone in sod., 2008). Pri ljudeh se ga 95 % veze na
plazemske beljakovine (albumin in ou-glikoprotein). Velika vefina se ga presnovi z
biotransformacijo v jetrih s pomocjo naddruzine citokromov P450 (CYP), predvsem z oblikama
CYPIA2 in CYP3AA4, izlo¢i pa se veCinoma v obliki neaktivnih presnovkov z urinom (71 %)

in blatom (24 %) (Foster in Markham, 2000).

1.4.3 Farmakokinetika levobupivakaina

Podatki o farmakokinetiki levobupivakaina pri Zivalih so skopi. Vezani so na eksperimentalne
zivali in IV, intraperitonealni (IP) in podkozni (SC) nacin aplikacije. Pri podganah, ki so bile
anestezirane s sevofluranom v zraku in so prejele 5 mg/kg LB IP, SC ali IV je bila Cmax (mediana
(razpon vrednosti, interkvartilni razmik)) 0,45 (0,05-0,67, 0,15), 0,47 (0,21-0,62, 0,29) in 7,21
(6,71-22,6, 6,78) pg/mL, Tmax po IP in SC aplikaciji sta bila 2 (2-5) in 5 (2-10, 2,75) min in
AUC0-120min) 0,29 (0,10-0,54, 0,23), 0,78 (0,39-0,98, 0,48) in 4,36 (1,41-9,48, 1,63) mg h/L.
Razpolovni ¢as pri IP in IV aplikaciji je bil 1,69 (0,41-9,68, 1,20) in 0,83 (0,67-3,97, 0,78) h.
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Pri odmerku 2,5 mg/kg LB IP ali SC je bila Cmax 0,12 (0,07-0,31, 0,10) in 0,17 (0,14-0,21, 0,15)
pg/mL, Tmax je bil 5 (2-5, 3,5) in 60 (30—-120, 60) min in AUC0-s120min) 0,14 (0,09-0,26, 0,11)
in 0,27 (0,16-0,38, 0,19) mg h/L. Razpolovni ¢as pri IP aplikaciji je bil 2,00 (1,01-2,64, 1,43)
h (Miyoshi in sod., 2021).

Toksikokineti¢ne raziskave IV aplikacije LB so bile izvedene pri podganah, ovcah, psih in
prasicih. Pri podganah, anesteziranih z izofluranom v kisiku, je bila plazemska koncentracija LB
ob pojavu epilepti¢nega napada, prve aritmije in asistole (povprecje + standardni odklon) 10,0
+ 1,1, 21,2 £ 1,8 in 36,2 + 6,5 pg/mL (Ohmura in sod., 2001). Ko so neanesteziranim ovcam
aplicirali LB IV v 3 minutah, je bila koncentracija LB v arterijski krvi ob pojavu epilepti¢nih
napadov (povprecje £ standardni odklon) 16,3 + 4,0 pg/mL (Chang in sod., 2000). Pri
anesteziranih psih je bil skupni odmerek LB, pri katerem je prislo do kardiovaskularnega kolapsa
(povprecje + standardna napaka), 27,3 + 2,0 mg/kg, plazemska koncentracija pa je bila 22,7
pg/mL (Groban in sod., 2001).

Pri praSicih, anesteziranih z izofluranom v kisiku, so po IV aplikaciji LB v odmerku 3 mg/kg,
ugotavljali uspesSnost zdravljenja intoksikacije z IV aplikacijo lipidne emulzije. Kontrolni
skupini prasicev so namesto le-te IV aplicirali Ringerjev acetat. Pri testni in kontrolni skupini
prasicev so bili Cmax (povprecje £ standardni odklon (razpon vrednosti)) 35,3 + 4,6 (29,0-43,2)
in36,3+11,7(27,6-41,2) mg/L, t1252,2 + 10,8 in 57,4 £ 9,4 min ter AUC 0-60min) 384,4 £92,6
in 346,5 = 59,7 mg min/L (Heinonen in sod., 2016).

Farmakokinetika perinevralno apliciranega LB za omrtvi¢enje ustne votline je opisana le pri
ljudeh (Fawcett in sod., 2002). Bolnikom so ob spodnji in zgornji tretji ko¢nik aplicirali 0,5 %
racemni bupivakain ali 0,5 % LB v skupnem odmerku 6,6 mL, kar znasa priblizno 0,5 mg/kg.
Pri desnosuc¢ni izomeri racemnega bupivakaina je bila Cmax (povprecje + standardna napaka)
194 £+ 68 ng/mL, Timax 21 + 3 min, ocistek (Cl) 564 + 210 mL/min in AUC 545 + 193 ng h/mL.
Pri levosuc¢ni izomeri racemnega bupivakaina je bila Cmax 231 £ 75 ng/mL, Tmax 14,5 £ 6,8
min, C1463 +201 mL/min in AUC 692 + 286 ng h/mL. Pri LB pa je bila Cinax 578 + 101 ng/mL,
Tmax 21 & 3 min, C1 465 £ 178 mL/min in AUC 1371 + 442 ng h/mL.

1.5 Agonisti adrenergi¢nih receptorjev a2

1.5.1 Adrenergi¢ni receptorji

Adrenergic¢ni receptorji sodijo v veliko druzino membranskih receptorjev gvanin nukleotid

regulacijskih proteinov, sklopljenih z G-proteinom (GPCR), ki so sestavljeni iz sedmih
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transmembranskih vijacnic. Z vezavo nevrotransmitorjev, hormonov in zdravil na GPCR le-ti
sodelujejo pri celiénem odzivu nanje (Badino in sod., 2005). Adrenergi¢ne receptorje so najpre;j
razdelili na a in B receptorje (Ahlquist, 1948), nato pa so jih glede na farmakoloske lastnosti
razdelili Se na a1 in o ter B1, B2 in B3 receptorje (Lands in sod., 1967).

Gladke misicne celice v zilah se po aktivaciji a1 receptorjev skrcijo, Cesar posledica je
vazokonstrikcija. Aktivacija teh receptorjev povzroci tudi kréenje radialnih misic v ocesu in
kréenje gladkih miSic v semenovodu. Naloga o receptorjev je zaviranje spros$canja
noradrenalina iz presinapticnih nevronov, centralno inducirana sedacija preko locusa
coeruleusa (center za sintezo noradrenalina v mostu, ki je odgovoren za vzburjenje in
pozornost), sprememba zaznave bolecinskega signala prek dorzalnega roga hrbtenjace in
zaviranje spros¢anja inzulina iz B celic trebusne slinavke. Aktivacija i1 receptorjev poveca
minutni volumen srca, 2 receptorji pa so odgovorni za sproscanje gladkih miSic bronhijev
(bronhodilatacija). Aktivacija 3 receptorjev poveca lipolizo v mascobnem tkivu (Giovannitti

in sod., 2015).

1.5.2 Adrenergicni receptorji o

Klasifikacijo na a1 in a2 so najprej osnovali na podlagi anatomske lokacije receptorjev. Tako so
postsinapti¢ni receptorji, ki prenasajo odgovor v tar¢ni organ, postali ai, presinapticni, ki
regulirajo sproScanje noradrenalina, pa so postali az. Pozneje so ugotovili, da so za zaviranje
glikolize in lipolize odgovorni postsinapti¢ni adrenergi¢ni receptorji oo, in tako prisli do
spoznanja, da je klasifikacija boljSa na osnovi funkcije posameznih adrenergi¢nih receptorjev.
Ugotovili so, da so a1 odgovorni za prenos odgovorov vzdrazenja, oz pa za prenos zaviralnih

odgovorov ne glede na njihovo anatomsko lokacijo (Badino in sod., 2005).

Drew in Whiting (1979) sta ugotovila, da so tudi adrenergicni receptorji o2 sposobni prenosa
odgovorov vzdrazenja. Farmacevtska industrija je razvila prve selektivne agoniste in
antagoniste adrenergi¢nih receptorjev oz in kon¢no so klasifikacijo na osnovi funkcije
spremenili glede na farmakoloSko afiniteto posameznega liganda za doloCen podtip

adrenergi¢nega receptorja o (Civantos Calzada in De Artinano, 2001).

Adrenergi¢ne receptorje oy so razdelili na podtipe A, B in D (Docherty, 1998; Zhong in
Minneman, 1999). Podtip A je odgovoren za vzdrZevanje tonusa Zil in arterijskega krvnega
tlaka (Civantos Calzada in De Artinano, 2001). Podtip B je vkljucen v vzdrzevanje krvnega
tlaka in homeostazo glukoze (Cotecchia in sod., 2002). Podtip D pa je odgovoren za kréenje
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gladkih miSic zil (Daniel in sod., 1999; Yang in Chiba, 2001; Kwan, 1999) in za regulacijo toka
K" ionov v kardiomiocitih prekatov (Wang in sod., 2001).

Nekaj casa so mislili, da obstajata le A in B podtipa adrenergi¢nih receptorjev oz (Timmermans
in Van Zwieten, 1982; Bylund, 1985). Nato pa sta Murphy in Bylund (1988) odkrila Se podtip
C. Adrenergi¢ni receptorji a2 so odgovorni za kréenje zil (vazokonstrikcijo). So del zaviralne
presinapti¢ne zanke, ki regulira spro$¢anje nevrotransmiterjev iz adrenergi¢nih nevronov,
odgovorni so za sedativne in hipnoticne ucéinke, sodelujejo pa tudi pri kontroli zaznavanja
bolecine in kontroli obnasanja (Philipp in sod., 2002). Sama razdelitev posameznih podtipov v
venah in arterijah se razlikuje glede na Zivalsko vrsto (Civantos Calzada in De Artinano, 2001).
Stimulacija adrenergi¢nih receptorjev a, povzroc¢i dvofazno spremembo krvnega tlaka. Zacne
se s kratko fazo, ko se tlak zvisa (a2B), in dolgo trajajoco fazo, ko se tlak zniza (024) (Badino in
sod., 2005). Vsi trije podtipi adrenergi¢nih receptorjev a2 so odgovorni za analgeti¢ne ucinke
agonistov adrenergi¢nih receptorjev a2, medtem ko so za hipnoti¢ne uc¢inke odgovorni le aza
receptorji v nevronih locusa coeruleusa (Wang in sod., 1996; Schwartz in sod., 1999).
Receptorji ozc sodelujejo pri spremembah v obnaSanju in spominu (Bjorklind in sod., 1999;
Scheinin in sod., 2001), aza pa izboljSujejo delovni spomin s pove€anjem krvnega pretoka v

mozganski skorji (Avery in sod., 2000).

1.5.3 Deksmedetomidin

Deksmedetomidin spada med agoniste adrenergicnih receptorjev o> in je desnosucna
enantiomera racemne zmesi, imenovane medetomidin. Med vsemi agonisti adrenergi¢nih
receptorjev oz je DEX najbolj selektiven, razmerje med vezavo na o in o receptorje pa je
1620:1 v prid prvih (Virtanen in sod., 1988). Zaradi dobrih sedativnih in analgeti¢nih lastnosti
je nepogresljivo zdravilo v sodobni veterinarski praksi (Simon in sod., 2018; DeGroot in sod.,
2020). Uporabljamo ga lahko na razli¢ne nacine: 1) kot pred- in pooperacijsko pomirjevalo, 2)
kot analgetik, najveckrat v kombinaciji z lokalnimi anestetiki ali opioidi, 3) kot pomirjevalo in
analgetik za krajSe, ambulantne posege in 4) kot sredstvo za premedikacijo, s katerim
zmanjSamo odmerke intravenskih in inhalacijskih anestetikov (Rankin, 2015). Odmerek pri psu
znaSa 2-20 pg/kg IV ali intramuskularno (IM) (Bednarski, 2015).

Deksmedetomidin se kot adjuvantni analgetik lahko aplicira perinevralno skupaj z LA z

namenom podaljSanja senzornega bloka. Campoy in Read (2013) navajata, da kombinacija
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0,5 % LB in DEX (0,5 pg/mL) pri psih zagotavlja 12 do 28 ur senzornega bloka brahialnega
pleteza.

Pri podganah je perinevralna aplikacija DEX 0,5, 2 in 20 pg/kg (Brummett in sod., 2009)
oziroma 6 pg/kg (Brummett in sod., 2011) podaljSala senzorni blok ishiadi¢nega Zivca z

ropivakainom, trajanje pa je bilo odvisno od odmerka.

1.5.4 Mehanizem delovanja deksmedetomidina

Adrenergi¢ne receptorje oz najdemo v vecini organov, vendar so za mnogo ucinkov DEX
odgovorna receptorska mesta v mozganih in hrbtenjacéi. V osrednjem zivéevju najdemo vecino
receptorskih mest, ki so odgovorna za prenos simpati¢ne aktivnosti naprej do Zivcev, v mostu

in podaljSani hrbtenjaci (Nguyen in sod., 2017).

Tako kot ostali agonisti adrenergi¢nih receptorjev a2 tudi DEX zavre aktivnost adenilat-ciklaze,
kar zmanjSa koli¢ino cAMP in povzro¢i hiperpolarizacijo membrane nevronov v
mediodorzalnem delu mosta (Pichot in sod., 2012). Ker je koli¢ina cAMP manjsa, pride do
sekvestracije kalcijevih ionov, kar zavre komunikacijo med nevroni in nevrotransmiterji, zato
se zmanjSa spros¢anje noradrenalina. U¢inki, za katere je odgovoren DEX na presinapti¢ni
strani, so vezani na zmanjSano sproScanje noradrenalina in s tem zmanjSano aktivnost
avtonomnega zivcevja (Carollo in sod., 2008). Tako v locusu coeruleusu z zaviranjem

sproscanja noradrenalina poskrbi za sedacijo in hipnoti¢ne ucinke (Gertler in sod., 2001).

Ker DEX ne deluje preko GABA signalne poti, se kljub globoki sedaciji pri ve¢jih odmerkih
frekvenca dihanja ne zmanj$a bistveno (Venn in sod., 2000).

Prav tako lahko signalne poti za noradrenalin, ki so v podaljSani hrbtenjaci in hrbtenjaci in
1zvirajo 1z locusa coeruleusa ter so odgovorne za zaznavo bolecine, zavremo preko negativne
povratne zanke z zaviranjem spro$¢anja noradrenalina, s tem pa zavremo tudi prenos
bolecinskega signala. V rostralnem ventrolateralnem delu podaljSane hrbtenjace se nahaja tudi
vazomotoricni center, ki kontrolira simpaticno aktivnost, preko katere pride do sprememb v
odzivu obtocil. Tako DEX zavira aktivnost presinapti¢nih nevronskih signalnih poti, skupaj z
aktivacijo parasimpaticnih nevronov v delu, imenovanem nucleus ambiguus, kar vodi do

nezelenih ucinkov, kot sta bradikardija in hipertenzija (Nguyen in sod., 2017).
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V dorzalnem rogu hrbtenjace z zaviranjem sproS¢anja nevrotransmiterjev, kot sta npr. substanca
P in glutamat, DEX povzroc¢i zmanj$anje Stevila ascendentnih signalnih poti, ki so odgovorne

za prenos bolecinskih signalov; rezultat tega so analgeti¢ni ucinki (Ishii in sod., 2008).

1.5.5 Nezeleni u¢inki deksmedetomidina

Pri psih so nezeleni DEX ucinki odvisni od odmerka, najpogostejSe pa so spremembe v odzivu
obtocil, kot sta hipertenzija in bradikardija (Tisotti in sod., 2020). Ti ucinki so poleg odmerka
odvisni tudi od mnogo drugih dejavnikov, saj do njih pride tako prek centralnih kot tudi
perifernih mehanizmov in niso rezultat neposrednega zavora krcljivosti miokarda (Nguyen in
sod., 2017). V nizjih odmerkih DEX zmanjSa spro$¢anje noradrenalina in s tem zmanjSa
delovanje simpati¢nega zivcevja. Dodatno pa prek dorzalnega motori¢nega nevrona nervusa
vagusa poveca vpliv parasimpaticnega zivCevja na aktivnost srca. Po drugi strani pa visji
odmerki DEX povzrocijo prehodno hipertenzijo preko neposredne stimulacije perifernih
adrenergicnih receptorjev o in a2 v gladkih miSi¢nih celicah krvnih zil, ¢emur sledi refleksna
bradikardija in zmanj$an minutni volumen srca (Ebert in sod., 2000). Pri IV odmerku 0,5 pg/kg,
apliciranem v 6 minutah, ki mu je sledila aplikacija v obliki kontinuirane infuzije v odmerku
0,5 ng/kg/h, je DEX pri psih, anesteziranih z izofluranom, povzro€il zmanjSanje frekvence srca
in minutnega volumna srca, vendar Se vedno v okviru klini¢no sprejemljivih vrednosti (Pascoe,

2014).

NeZeleni ucinek je tudi bruhanje, do katerega pride zaradi vzdraZenja receptorjev v
kemoreceptorskem obmocju podaljSane hrbtenjace, preko katerega se vzdrazi center za

bruhanje (Cullen, 1996).

1.5.6 Farmakokinetika deksmedetomidina

Deksmedetomidin je lipofilna molekula in se v 94 % veZe na plazemske beljakovine (albumin
in a-glikoprotein). Pri ljudeh se v 99 % presnovi z biotransformacijo v jetrih, organizem pa ga
izlo¢i kot neaktivne presnovke z urinom (95 %) in blatom (4 %) (FDA Precedex label, 2022;
EPAR, 2022).

Podatkov o farmakokinetiki perinevralno apliciranega DEX pri psih ni, znana je le
farmakokinetika DEX po IV in intramuskularni (IM) aplikaciji. Po enkratni IV aplikaciji 20
pg/kg je bil volumen porazdelitve (Vp) (povprecje £ standardni odklon) 0,86 + 0,22 L/kg,
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razpolovni ¢as (ti2) je bil 0,78 + 0,23 h in CI 1,24 + 0,48 L/kg/h. Po IV aplikaciji 10 ug/kg pa
je bil Vp 0,79 £ 0,19 L/kg, ti2 je bil 0,66 + 0,18 h, Cl pa 0,97 + 0,33 L/kg/h (Kuusela in sod.,
2000). Po IV aplikaciji 5 pug /kg je bila koncentracija DEX v plazmi takoj po aplikaciji
(povprecje + standardni odklon) 18,6 + 3,3 ng/mL, ti» pri IV aplikaciji pa je bil 36 £ 6 min.
Cas po aplikaciji, ko so $e uspeli zaznati DEX v plazmi, je bil pri IV aplikaciji 110 + 15 min.
Ocistek je bil 8,0 = 1,6 mL/min/kg, Vp pa 371 £ 72 mL/kg (Dent in sod., 2019).

Po IM aplikaciji 10 pg/kg DEX je bil Cmax (povprecje (razpon vrednosti)) 109,2 (22,4-211,5)
ng/mL, Tmax pa je bil 20,5 (5,0-75,0) min. Razpolovni ¢as pri IM aplikaciji je bil 25,5 (11,5—
41,5) min. Cas po aplikaciji, ko so $e uspeli zaznati DEX v plazmi, je bil pri IM aplikaciji 220
(120-240) min (Arnes in sod., 2023).

1.6 Podrocna anestezija

Zagotavljanje ucinkovite analgezije je kljucna sestavina oskrbe pacientov, pri katerih
pricakujemo, da se bo razvila bolec¢ina (Lascelles in Kirkby, 2016). Pri tem igrajo pomembno
vlogo LA, pri katerih, za razliko od ostalih analgetikov (sistemski ucinek), dosezemo zeleni
ucinek z uporabo lokalnih in podro¢nih tehnik (Grubb in Lobprise, 2020). Smernice za
obvladovanje bole¢ine pri kirurSkih posegih in travmah v veterinarski medicini priporocajo
uporabo LA, ki omejijo tako medoperacijsko kot pooperacijsko bolecino (Epstein in sod., 2015;

Mathews in sod., 2014).

Za razliko od opioidov, ki modulirajo bolecinske impulze, ko ti Ze pridejo do osrednjega
ziv€evja, LA preprecijo, da bi ti impulzi sploh prisli do njega (Grubb in Lobprise, 2020). Ljudje
so po operaciji roke izkazovali manjSo pooperacijsko bole¢ino (niZja ocena z lestvico za
ocenjevanje bolecine) in manjSo potrebo po dodatnih analgetikih, kadar so prejeli podrocno
anestezijo z LA, v primerjavi s tistimi, pri katerih so sistemsko uporabili opioide (Rodriguez in
sod., 2018). Do podobnih rezultatov so prisli pri psih po torakotomiji (Conzemius in sod.,

1994).

Pri mackah in psih, pri katerih so uporabili podrocno anestezijo za omrtvicenje ustne votline,
se je zmanjSala potreba po hlapnih anestetikih (Aguiar in sod., 2015) in s tem njihovi od
odmerka odvisni neZeleni uc¢inki na obtoc€ila (Snyder in Snyder, 2013). Macke in psi, pri katerih
so opravili ovariohisterektomijo, kastracijo, enukleacijo ali laparatomijo, so pri vkljucitvi

podroc¢ne anestezije v anestezijski protokol potrebovali tudi manj medoperacijskih in
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pooperacijskih analgetikov, vklju¢no z opioidi (Benito in sod., 2016; Perez in sod., 2013; Myrna
in sod., 2010; Savvas in sod., 2008), kar je zmanjSalo pojav nezelenih uc¢inkov, kot so disforija,
slabost in bruhanje. Lokalni anestetiki tudi preprecujejo nastanek hiperalgezije in kronicne
pooperacijske bolecine pri ljudeh (Boerboom in sod., 2018; Rashiq in Dick, 2014; de Brito in
sod., 2012).

1.6.1 Infraorbitalni blok

Infraorbitalni Zivec je veja maksilarnega Zivca, ki oZivéuje zobe in dlesen zgornje &eljusti. Zivec
izstopa iz IO odprtine, ki se nahaja nad distalno korenino tretjega premolarja zgornje Celjusti.
Infraorbitalno odprtino zlahka zatipamo preko sluznice kot jasno, navpi¢no usmerjeno in

okroglo vdolbino v kosti zgornje ¢eljusti (Pascoe, 2020).

Ce zelimo omrtvi¢iti celo zgornjo &eljust, moramo omrtvigiti levi in desni IO Zivec. Zival med
aplikacijo leZi na boku ali na hrbtu. Z iglo vstopimo v 1O odprtino in jo vodimo kavdalno tako,
da je igla vzporedno z zgornjo Celjustjo. DolZino igle moramo vedno prilagoditi dolzini 10
kanala. To naredimo tako, da zatipamo stik med zgornjo ¢eljustjo in licnico, kar je orientacijska
tocka za konec IO kanala. Pri mackah in psih kratkogob¢nih pasem je kanal dolg le nekaj

milimetrov, medtem ko je pri ostalih psih kanal dolg 20 do 30 milimetrov.

Ko smo prepricani, da je igla na pravem mestu, aspiriramo in nato LA apliciramo pocasi v 20
do 30 sekundah. Ob aplikaciji ne smemo Cutiti odpora, ¢e pa je ta prisoten, moramo polozaj igle
nekoliko spremeniti in ponovno aspirirati, preden nadaljujemo z aplikacijo. Volumski odmerek

LA za psa za 10 blok je 0,11 mL/kg*? (Pascoe, 2020).

1.6.2 Inferiorni alveolarni blok

Inferiorni alveolarni Zivec je veja mandibularnega Zivca in oziv€uje trda in mehka tkiva telesa
spodnje Celjusti (Pascoe, 2020). Ce Zelimo omrtviditi levo in desno stran spodnje &eljusti,
moramo omrtviciti levi in desni [A Zivec. Uporabimo lahko intraoralno ali ekstraoralno tehniko

aplikacije, Zival pa med aplikacijo praviloma leZi na hrbtu.

Pri intraoralni tehniki v gobcu s kazalcem ene roke zatipamo IA Zivec, ki kot struna tanka
struktura vstopa skozi mandibularno odprtino v mandibularni kanal na medialni strani spodnje

celjusti kavdalno in ventralno od zadnjega molarja. Nato z drugo roko z iglo predremo sluznico,
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ki prekriva spodnjo celjust, rostralno od mandibularne odprtine in jo vodimo kavdalno, da se
¢imbolj priblizamo zivcu. Ko smo prepricani, da smo na pravilnem mestu, aspiriramo in pocasi
apliciramo LA, obenem pa z drugo roko vlecemo jezik medialno, da se izognemo bloku

lingvalnega Zivca. Volumski odmerek LA za psa za IA blok je 0,18 mL/kg*? (Pascoe, 2020).

Pri ekstraoralni tehniki v gobcu s kazalcem ene roke zatipamo IA zivec na vstopu v
mandibularno odprtino enako kot pri intraoralni tehniki. Mandibularno odprtino lahko najdemo
tudi tako, da si ekstraoralno zamislimo ¢rto, ki poteka od zadnjega molarja do kota spodnje
celjusti. Mandibularna odprtina se nahaja pravokotno in ventralno od ¢rte na polovici razdalje.
KoZo na mestu vstopa igle najprej asepti¢no pripravimo. Iglo z zunanje strani spodnje ¢eljusti
najprej vodimo pravokotno na ventralno povrSino spodnje Celjusti, nato pa jo usmerimo
medialno proti mandibularni odprtini, ¢im blizje kosti. Ko zatipamo konico igle pod sluznico v
neposredni blizini mandibularne odprtine in IA Zivca, aspiriramo in pocasi apliciramo LA.

Volumski odmerek LA je enak kot pri intraoralni tehniki (Pascoe, 2020).

1.6.3 Podrocna anestezija ustne votline psov z bupivakainom

Podatkov o uporabi LB za podro¢no anestezijo ustne votline psov ni, znani so le za bupivakain
in Se ti so zelo omejeni. Pascoe in Chohan (2020) sta ugotovila, da 1, 2 ali 3 mL meSanice 2 %
lidokaina in 0,5 % bupivakaina v razmerju 1:1, aplicirane v IO kanal pri psu, zagotovi
omrtvicenje trdnih struktur ipsilateralne strani zgornje ¢eljusti, ki nastopi v 5 do 30 minutah in
traja od 75 do 312 minut. Povecevanje volumna mesSanice lokalnih anestetikov je minimalno
vplivalo na uc¢inkovitost in trajanje bloka. Pascoe (2016) je Ze v predhodni raziskavi ugotovil,
da je 1 mL meSanice 2 % lidokaina in 0,5 % bupivakaina v razmerju 1:1, ki so jo aplicirali v IO
kanal, pri psih v 5 do 10 minutah povzrocil omrtvi¢enje, ki je za podrocje okoli grabilca
ipsilateralne strani zgornje Celjusti trajalo 277 + 43 minut, za podro¢je okoli Cetrtega li¢nika
ipsilateralne strani zgornje ¢eljusti pa 253 + 83 minut.

Po aplikaciji 0,5 % bupivakaina v odmerku 0,1 mL/kg (ali 0,5 mg/kg) v IO kanal so imeli psi,
pri katerth so opravili rinoskopijo z biopsijo nosne sluznice, znacilno niZje vrednosti
sistoli¢nega, srednjega in diastoli¢nega arterijskega tlaka v primerjavi s psi, ki so jim aplicirali
volumsko enak odmerek 0,9 % fizioloske raztopine. Pri psih, ki so jim aplicirali 0,9 % fiziolosko
raztopino, je bila plazemska koncentracija kortizola znacilno vi§ja 5 minut po biopsiji v
primerjavi z vrednostjo, ki so jo izmerili tik ob biopsiji. Koncentracija kortizola se ni povecala

pri psih, ki so jim aplicirali 0,5 % bupivakain (Fizzano in sod., 2017).
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1.7 Perioperacijski stres

Kirurski posegi lahko sprozijo nevrohumoralni stresni odziv pri zivalih (Kehlet, 1989). Pri
ljudeh ima perioperacijski stresni odziv negativen ucinek na delovanje imunskega sistema,
povecuje pooperacijsko dovzetnost za okuzbe, povecuje tveganje za nastanek ishemicne in
reperfuzijske poskodbe ter sprozi sistemski vnetni odziv (Anand in sod., 1990; Anand in

Hickey, 1992).

Pri stresnem odzivu se aktivira os hipotalamus-hipofiza-nadledvicna Zleza, za katero je znacilno
sproS¢anje kateholaminov in glukokortikoidov (Gibbison in sod., 2013; Miller in sod., 2016).
Antidiureti¢ni hormon, ki ga sprosca hipotalamus, stimulira anteriorni del hipofize, da pri¢ne
sproscati adrenokortikotropni hormon (ACTH) v sistemski krvni obtok. Adrenokortikotropni
hormon nato deluje na skorjo nadledvi¢ne Zleze, da ta pricne sintetizirati glukokortikoide, od

katerih je najpomembnejsi kortizol (Herman in sod., 2016).

Kirurski posegi lahko vodijo tudi do hipermetabolnega stresnega odziva, za katerega je znacilna
hiperglikemija in rezistenca na inzulin. Ta vrsta odziva se imenuje "stresna hiperglikemija" in
vkljucuje povecano proizvodnjo glukoze, medtem ko je periferni privzem z inzulinom
stimulirane glukoze zmanjSan (Duncan, 2012). Pri ljudeh je hiperglikemija povezana z znatnim
povecanjem bolniSni¢ne morbidnosti in mortalnosti pri kirurSkih in kriticno bolnih pacientih

(Krinsley, 2003; Ouattara in sod., 2005).

Agonisti adrenergic¢nih receptorjev a2 neposredno zavirajo nevroendokrini stresni odziv, kar s
pridom izkoriS¢amo v pred- in medoperacijskem obdobju (Maze in Tranquilli, 1991).
Predoperacijska aplikacija medetomidina (MED) v odmerku 15 pg/kg IM je preprecila
spros¢anje kateholaminov in za nekaj ¢asa odloZila spros¢anje ACTH in kortizola pri psicah,
anesteziranih z izofluranom, pri katerih so izvedli ovariohisterektomijo (Benson in sod., 2000).
Pri enakem posegu je medetomidin v odmerku 40 pg/kg IM preprecil zviSanje koncentracije
kortizola v plazmi do 60 minut po ekstubaciji (Ko in sod., 2000). Prav tako se je koncentracija
kortizola v plazmi znacilno zniZala pri psih, pri katerih je bil opravljen ACTH stimulacijski test
in so prejeli 80 pg/kg IM DEX v primerjavi s kontrolno skupino psov, ki je po ACTH

stimulacijskem testu prejela le fiziolosko raztopino (Maze in sod., 1991).

Medetomidin, apliciran v odmerku od 10 do 80 pg/kg IM, je glede na odmerek zavrl sproscanje

noradrenalina in adrenalina pri psih. Koncentracija kortizola v plazmi se ni spremenila, medtem
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ko se je koncentracija glukoze v krvi povecala, vendar ne v odvisnosti od odmerka (Ambrisko

in Hikasa, 2002).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 Zasnova raziskave

Raziskavo smo izvedli na Kliniki za male zivali Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani. V
raziskavo smo vkljucili 60 lastniskih psov, pri katerih smo zaradi razlicnih obolenj zob in
obzobnih tkiv opravili stomatoloski poseg v splosni anesteziji. Pred vkljucitvijo v raziskavo
smo lastnike seznanili z morebitnimi tveganji posega in od njih pridobili pisno soglasje za
sodelovanje zivali v raziskavi. Raziskavo je odobrila Komisija za dobrobit zivali Veterinarske
fakultete Univerze v Ljubljani 7. 1. 2021, odlocba §t. 8-10-2020/7.

V prvi del raziskave smo vkljucili 40 psov s telesno maso najmanj 10 kg, starih najmanj 6
mesecev in najvec 13 let, ki so bili glede na zdravstveno stanje in anestezijsko tveganje uvrsceni
v ASA (American Society of Anesthetists) kategorijo I (popolnoma zdravi psi) ali II (psi z blago
sistemsko boleznijo, brez klini¢nih znakov). V raziskavo nismo vkljuili psov kratkogobénih
pasem ter psov z endokrinoloskimi obolenji, boleznimi obtocil, jeter in ledvic, ter psov, ki so
jemali zdravila za znizevanje krvnega tlaka, kortikosteroide ali nesteroidne analgetike.

Mo¢ Studije smo izracunali s pomo¢jo programa G*Power (Univerza Heinricha Heineja,
Nemcija) na osnovi rezultatov pilotne Studije, kjer je bila frekvenca srca pri psih, ki smo jim
aplicirali LB za omrtvi¢enje vseh Stirith kvadrantov ustne votline, 80 + 10 utripov/minuto
(povprecje + standardni odklon). Po dodatku DEX v odmerku 0,5 ng/kg se je frekvenca srca
zmanjSala do 30 % po IV aplikaciji in do 20 % po perinevralni aplikaciji (IO ali IA blok).
Izracunali smo, da je pri napaki a = 0,05 in moci Studije 0,8 potrebno v raziskavo vkljuciti
najmanj 5 psov/skupino, pri moci Studije 1 pa najmanj 10 psov/skupino. Glede na to, da
predpostavke teh izraCunov temeljijo na normalnosti porazdelitve, smo v vsako skupino
vkljucili 10 psov, da bi v primeru krSitve predpostavk o normalnosti Se vedno imeli dovolj velik
ucinek.

Pse smo naklju¢no razdelili (Research Randomizer, https://www.randomizer.org/, ZDA) v 4
skupine po 10 psov (pozitivna kontrola, negativna kontrola in 2 testni skupini) (Slika 1). Vsem
psom smo aplicirali LB na stiri mesta (levi in desni IO, levi in desni IA blok). Pozitivni kontrolni
skupini smo IV aplicirali DEX (Dexdomitor, Zoetis, ZDA), negativni kontrolni skupini pa
placebo (Sterilna voda za injiciranje, B Braun Medical Inc., ZDA). Obema kontrolnima
skupinama smo na eno mesto perinevralno, poleg LB, aplicirali e placebo. Prvi testni skupini
smo aplicirali DEX v levi ali desni 10O blok ter placebo IV, drugi testni skupini pa smo aplicirali

DEX v levi ali desni IA blok ter placebo IV. Uporabili smo 0,5 % LB (Chirocaine, AbbVie,
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ZDA), odmerek pa smo izradunali s formulo 0,18 mL/kg?? za IA blok in 0,11 mL/kg*? za 10
blok (Pascoe, 2020), pri ¢emer smo upostevali, da maksimalni skupni odmerek LB ne preseze
2 mg/kg/psa. Odmerek DEX je bil vedno 0,5 pg/kg ne glede na to, ali smo ga aplicirali
perinevralno ali IV. Odmerek placeba je bil vedno volumsko enak odmerku DEX. Tako
stomatolog, ki je apliciral podro¢ne bloke, kot anestezist, ki je vodil anestezijo, do konca

raziskave nista bila seznanjena, v katero skupino je zival uvr§¢ena (dvojno slepa studija).

LB vsi bloki
n=40

/ LB+DEX 1V \/ LB+PLC1V \ / LB+DEX IO \/ LB+DEX TA \

+ kontrola - kontrola 10 blok 1A blok
PLCIOaliIA,L aliD PLCIO aliIA, L aliD DEX L ali D DEX L aliD
DEX IV PLCIV PLCIV PLC1V

\ n=10 /k n=10 /\ n=10 /\ n=10 /

Slika 1: Zasnova raziskave.

Psi so bili nakljuéno razporejeni v S§tiri skupine po 10 zivali. Vsem psom smo aplicirali LB (vsi bloki).
Deksmedetomidin v odmerku 0,5 pg/kg smo aplicirali v infraorbitalni kanal (LB + DEX 10), v podsluznico v
blizini inferiornega alveolarnega zivca (LB + DEX IA) ali intravensko (LB + DEX IV). Placebo skupini (LB +
PLC IV) smo IV aplicirali Sterilno vodo za injekcije. Odmerek LB za IO blok je bil 0,11 mL kg?? in 0,18 mL kg??
za IA blok. Koli¢ina perinevralno ali IV apliciranega placeba je bila enaka volumnu DEX. DEX,
deksmedetomidin; IA, inferiorni alveolarni blok; IO, infraorbitalni blok; IV, intravensko; L, levo; LB,

levobupivakain; PLC, placebo (Sterilna voda za injiciranje); D, desno.
Figure 1: Study design.

Dogs were randomly assigned to four groups of 10 animals. All dogs were injected with levobupivacaine (all
blocks). Dexmedetomidine 0.5 pg/kg was administered into the infraorbital canal (DEX 10), submucosally near
the inferior alveolar nerve (DEX TA) or intravenously (DEX IV). The placebo IV (PLC IV) group was administered
Sterile Water for Injection IV. The dose of levobupivacaine was calculated as 0.11 mL/kg?? for the 10 block and
0.18 mL/kg?? for the IA block. The volume of perineural or IV administered placebo was equal to the volume of
dexmedetomidine. DEX, dexmedetomidine; IA, inferior alveolar block; 10, infraorbital block; IV, intravenously;

L, left; LB, levobupivacaine; PLC, placebo (Sterile Water for Injection); D, right.
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V drugi del raziskave smo poleg 10 psov iz prvega dela raziskave (negativna kontrolna skupina)
vkljucili Se 20 psov, pri katerih smo opravili razlicne stomatoloSke posege le na eni strani
zgornje ali spodnje Celjusti. Pri teh psih smo aplicirali LB le na eno mesto, in sicer odvisno od
klini¢ne indikacije (10 psov levi ali desni IO blok, 10 psov levi ali desni IA blok). Odmerek LB
smo izraCunali enako kot pri psih v prvem delu raziskave.

Pred vkljucitvijo v raziskavo smo se z lastniki temeljito pogovorili o zdravstvenem stanju,
prehrani in navadah Zivali, pse klini¢no pregledali in preverili osnovne krvne parametre
(hemogram z diferencialno belo krvno sliko, biokemijske preiskave krvi, kot so koncentracija
secnine, kreatinina, celokupnih beljakovin, albuminov, glukoze in elektrolitov ter aktivnost
encima alanin aminotransferaza). Psi so bili pred posegom tesci najve¢ 12 ur, vodo pa so imeli
na voljo do posega. Psom smo po ustaljenih principih asepse v cefalicno veno vstavili vensko
kanilo velikosti 20 G (BD Venflon, Becton Dickinson Infusion Therapy, Svedska).
Premedicirali smo jih z 0,2 mg/kg metadona (Comfortan, Dechra, Velika Britanija) IV in jih
nato po petih minutah uvedli v splo$no anestezijo s propofolom (Propoven, Fresenius Kabi,
ZDA) do ucinka. Pse smo endotrahealno intubirali in anestezijo vzdrzevali z izofluranom
(Isoflurin, Vetpharma Animal Health, ZDA) v kisiku. Ko smo bili prepri€ani, da je Zival v
dovolj globoki anesteziji, smo podro¢je nad dorzalno pedalno arterijo asepti¢no pripravili,
vstavili 22 G kanilo (BD Venflon, Becton Dickinson Infusion Therapy, Svedska) in jo povezali
s sistemom za direktno merjenje arterijskega tlaka. Kanila je sluzila tudi za odvzeme vzorcev
krvi za analize (farmakokinetika DEX in LB, glukoza in kortizol). S pomo¢jo monitorja (B105
Patient Monitor, GE Medical Systems Information Technologies Inc., ZDA) smo spremljali
sistoli¢ni, diastoli¢ni in srednji direktni arterijski tlak, frekvenco srca in pulza, frekvenco
dihanja in koncentracijo izoflurana v vdihani in izdihani zmesi anestezijskih plinov. Ko je bila
vrednost sistoli¢nega tlaka nad 80 mmHg, smo psom aplicirali karprofen (Rycarfa, Krka,
Slovenija) v odmerku 4 mg/kg IV. Z istim monitorjem smo spremljali Se EKG, delni tlak CO»
na koncu izdiha (EtCO») in telesno temperaturo. Ce so se frekvenca srca, dihanja ali srednji
arterijski tlak zviSali za ve¢ kot 30 % bazalnih vrednosti, smo psom aplicirali fentanil (Fentanil
Torrex, Chiesi, Italija) v odmerku 2 pg/kg IV. Ce smo opazili pozitivni palpebralni refleks, ki
ni bil posledica nocicepcije, smo psom apliciral propofol v odmerku 0,5-1 mg/kg IV in povisali
koncentracijo vdihanega izoflurana za 0,1 %. Psom smo z infuzijsko ¢rpalko (Infusion Pump
SK-600I Vet, Shenzhen Mindray Scientific Co. LTD, Kitajska) med posegom aplicirali
izotoni¢no infuzijsko raztopino (Hartmannova raztopina Braun, B Braun, ZDA) v odmerku 5

mL/kg/h. Vrednosti parametrov (sistoli¢ni, srednji in diastoli¢ni arterijski tlak, frekvenco
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srca/pulza in frekvenco dihanja) smo pri vsaki meritvi od¢itali trikrat v ¢asu 15 sekund, saj smo
s tem zmanjsali moznost napake pri od¢itavanju. Najprej smo od¢itali bazalne vrednosti (po
vstavitvi arterijske kanile = ¢asovna tocka 0). Nato smo aplicirali oralne bloke in po aplikaciji
zadnjega bloka nadaljevali z IV aplikacijo DEX ali placeba, ki je trajala dve minuti. Prej
omenjene parametre smo 12 minut od zacetka IV aplikacije odcitali enkrat na minuto, nato pa
do konca posega na 5 minut (Slika 2). Psom smo 4 ure po prvi aplikaciji metadona zdravilo
ponovno aplicirali v odmerku 0,2 mg/kg IV in po potrebi ponovili aplikacijo ¢ez 4 ure ali pa
smo jim 4 ure po aplikaciji metadona aplicirali enkratni IV odmerek 0,02 mg/kg buprenorfina
(Bupredine, Dechra, Velika Britanija). Pri bolj obseZnem in bolj invazivnem posegu smo
pooperacijsko analgezijo nadgradili s transdermalnim oblizem s fentanilom (Durogesic,
Janssen, ZDA) v odmerku 4 pg/kg/h. Vsem psom smo ob odpustu v domaco oskrbo predpisali
karprofen (Rimadyl, Pfizer, ZDA) v odmerku 2 mg/kg/12 h peroralno (PO), ¢as dajanja pa smo

odredili glede na invazivnost posega (2 do 7 dni).

< Frekvenca srca, srednji arterijski tlak, frekvenca dihanja >
Odg¢itki v 1-minutnih intervalih > [ Odgitki v 5-minutnih intervalih >

o

+90 min

D

+2 min +10 min

Oralni DEX ali
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Slika 2: Casovnica dogodkov.
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DEX, deksmedetomidin, LB, levobupivakain, IV, intravensko, V, vzorec, V 0, vzorec vzet pred aplikacijo oralnih

blokov, V 1, vzorec vzet nemudoma po aplikaciji zadnjega bloka.
Figure 2: Timeline of events.

DEX, dexmedetomidine; LB, levobupivacaine; IV, intravenous; V, sample; V 0, sample taken prior to

administration of oral blocks; V 1, sample taken immediately after the completion of the last block.
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3.2 Odvzem vzorcev Kkrvi za farmakokineticne analize deksmedetomidina in
levobupivakaina

Med anestezijo smo vsakokrat odvzeli 4 mL arterijske krvi v epruveto z litijevim heparinatom,
in sicer pred aplikacijo oralnih blokov (Casovna tocka 0) in neposredno po aplikaciji oralnih
blokov, ter 1, 2, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 in 120 minut po koncu IV aplikacije testne ucinkovine
(DEX ali placebo) (Slika 2). Najprej smo en mL krvi, pomeSane s heparinizirano (Heparin
Braun, B Braun Medical Inc., ZDA) fiziolosko raztopino (0,9 % NaCl, B Braun Medical Inc.,
ZDA) za prepiranje arterijske kanile zavrgli, nato odvzeli vzorec in na koncu s 4 mL fizioloske
raztopine preprali sistem za invazivno merjenje arterijskega tlaka. Za vsak korak smo uporabili
novo brizgo. Vzorce smo centrifugirali s centrifugo Sigma 2KI15C (Sigma Laboratory
Centrifuges GmbH, Nemcija) na sobni temperaturi pri hitrosti 1500 g 15 minut. Plazmo smo

odlo¢ili in jo do analize hranili pri —80 °C.

3.3 Odvzem vzorcev krvi za dolo¢anje koncentracije kortizola in glukoze

Ob c¢asovni toc¢ki 0 in na koncu posega smo odvzeli 2 mL arterijske krvi v serumsko epruveto s
separacijskim gelom za doloCanje koncentracije kortizola. Vzorce smo centrifugirali s
centrifugo Sigma 2K15C (Sigma Laboratory Centrifuges GmbH, Nemcija) na sobni
temperaturi pri hitrosti 1300 g 10 minut. Serum smo do analize hranili pri —80 °C. Ob ¢asovni
tocki 0 in na koncu posega smo odvzeli Se 0,5 mL arterijske krvi v brizgo za plinsko analizo

krvi z litijevim heparinatom za dolo¢anje koncentracije glukoze.

3.4 Dolo¢anje deksmedetomidina v krvi

Vzorce plazme smo za analizo pripravili s pomoc¢jo Ostro plosée s 96 vdolbinami (Waters
Corp., Milford, ZDA) za obarjanje beljakovin in odstranitev fosfolipidov. Petdesetim pL
plazme smo dodali 10 pL internega standarda DEX-d4 (Dexmedetomidine-d4 L-Tartrate,
LGC/Toronto Research Chemicals, Canada) pri koncentraciji 10 ng/mL in ga s pomocjo 0,1 %
mravljin¢ne kisline razred¢ili do prostornine 150 pL. Pred dodatkom 450 pL 0,1 % mravljin¢ne
kisline v acetonitrilu smo to zmes prenesli v 2 mL vdolbino Ostro™ plos¢e. Vzorce smo nato
trikrat aspirirali z veCkanalno pipeto in jih na nadtlacnem ekstraktorju (Waters Corp.) pri tlaku
60 psi v 5 minutah precrpali ¢ez sorbent. Eluat smo posusili pod neznim tokom dusika in ga
nato rekonstituirali v 1 mL zmesi acetonitrila in 0,1 % mravljin¢ne kisline (3/7). Na koncu smo

vzorec filtrirali skozi 0,2 um filter z membrano iz regenerirane celuloze (Phenomenex,
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Torrance, ZDA) in ga analizirali s tekoc¢insko kromatografijo sklopljeno s tandemsko masno
spektrometrijo (LC-MS /MS).

Analiza LC-MS/MS je bila izvedena z uporabo tekocinskega kromatografa ultra visoke
lo¢ljivosti Nexera (Shimadzu Corp., Japonska), sklopljenega s sistemom QTRAP 4500 MS/MS
(AB Sciex, Nemcija). Locba je bil dosezena pri sobni temperaturi na 5-cm Ascentis Express
C18 koloni (Supelco, Bellefonte, ZDA) z delci velikosti 2 pm in notranjim premerom 2,1 mm.
Mobilni fazi sta bili acetonitril (A) in 0,1 % mravljin¢na kislina (B). Skupni pretok mobilnih
faz je bil 0,3 mL/min, volumen injiciranega ekstrakta vzorca pa je znasal 20 uL. Gradient
mobilnih faz smo zaceli pri 70 % B in ga zniZali na 50 % B v 2,5 minute. V naslednje 0,5 minute
smo ga znizali na 0 % B in ga pri tej vrednosti vzdrzevali Se 0,5 minute. Gradient smo nato
povisali nazaj na 70 % B in kolono pri tem razmerju ekvilibrirali $e 1,5 minute. lonski izvor
masnega spektrometra je deloval pri pozitivni ionizaciji z razprSevanjem v elektricnem toku pri
temperaturi 600 °C. Snemanje je potekalo v nacinu spremljanja zajema vec reakcij, in sicer s
prehodi 201 > 95,201 > 115, in 201 > 91 za DEX ter 205 > 99 za DEX-d4. Obdelavo podatkov
smo izvedli s pomocjo programske opreme Analyst v1.6.3.

Umeritveno obmocje se je raztezalo od 0,02 do 10 ng/mL z linearnim regresijskim koli¢nikom
>0,99. Meja kvantifikacije (LOQ) je bila postavljena pri 0,02 ng/mL, meja detekcije (LOD) pa
pri 0,002 ng/mL, kar je na nivoju metode ustrezalo vrednostim 0.4 ng/mL in 0.04 ng/mL.
Kakovost priprave vzorcev in analize smo spremljali s slepimi topili, slepimi vzorci in
obogatenimi kontrolnimi vzorci, pripravljenimi z dodatkom DEX in internega standarda pri
LOQ koncentraciji k slepemu vzorcu plazme. Validacija metode in vsi postopki preverjanja
kakovosti metode so bili v skladu s smernicami FDA za validacijo bioanalitskih metod
(https://www.fda.gov/files/drugs/published/Bioanalytical-Method-Validation-Guidancefor-
Industry.pdf).

3.5 Doloc¢anje levobupivakaina v krvi

Vzorce plazme smo za analizo pripravili s pomoc¢jo Ostro plos¢e s 96 vdolbinami (Waters
Corp., Milford, ZDA) za obarjanje beljakovin in odstranitev fosfolipidov. Petdesetim pL
plazme smo dodali 4 pL internega standarda bupivakain-d9 (Bupivakain-d9 HCI, LGC/Toronto
Research Chemicals, Kanada) pri koncentraciji 2,5 pg/mL in ga s pomoc¢jo 0,1 % mravljinéne
kisline razredcili do prostornine 150 pL. Pred dodatkom 450 pL 0,1 % mravljin¢ne kisline v
acetonitrilu smo to zmes prenesli v 2 mL vdolbino Ostro™ plos¢e. Vzorce smo nato trikrat

aspirirali z veckanalno pipeto in jih na nadtlacnem ekstraktorju (Waters Corp.) pri tlaku 60 psi
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v 5 minutah precrpali ¢ez sorbent. Eluat smo posusili pod neznim tokom dusSika in ga nato
rekonstituirali v 1 mL zmesi acetonitrila in 0,1 % mravljin¢ne kisline (3/7). Na koncu smo
vzorec filtrirali skozi 0,2 pm filter z membrano iz regenerirane celuloze (Phenomenex,
Torrance, ZDA) in ga analizirali z LC-MS /MS.

Analiza LC-MS /MS je bila izvedena z uporabo tekocinskega kromatografa ultra visoke
lo¢ljivosti Nexera (Shimadzu Corp., Japonska), sklopljenega s sistemom QTRAP 4500 MS/MS
(AB Sciex, Nemcija). Locba je bil dosezena pri sobni temperaturi na 5-cm Ascentis Express
C18 koloni (Supelco, Bellefonte, ZDA) z delci velikosti 2 um in notranjim premerom 2,1 mm.
Mobilni fazi sta bili acetonitril (A) in 0,1 % mravljin¢na kislina (B). Skupni pretok mobilnih
faz je bil 0,3 mL/min, volumen injiciranega ekstrakta vzorca pa je znasal 1 pL. Gradient
mobilnih faz smo zaceli pri 70 % B in ga znizali na 50 % B v 2,5 minute. V naslednje 0,5 minute
smo ga znizali na 0 % B in ga pri tej vrednosti vzdrzevali Se 0,5 minute. Gradient smo nato
povisali nazaj na 70 % B in kolono pri tem razmerju ekvilibrirali Se 1,5 minute. Ionski izvor
masnega spektrometra je deloval pri pozitivni ionizaciji z razprSevanjem v elektricnem toku pri
temperaturi 600 °C. Snemanje je potekalo v nacinu spremljanja zajema vec reakcij, in sicer s
prehodi 289 > 140, 289 > 98 in 289 > 112 za LB ter 298 > 149 in 198 > 101 za interni standard
LB-d9.

Mejo kvantifikacije (LOQ) smo postavili pri 16 ng/mL, meja detekcije (LOD) pa je bila pri 6,0
ng/mL. Umeritveno obmocje se je raztezalo od LOQ do 4,0 pg/mL z linearnim regresijskim
koli¢nikom >0,999. Kakovost priprave vzorcev in analize smo spremljali s slepimi topili,
slepimi postopki in obogatenimi kontrolnimi vzorci, pripravljenimi z dodatkom LB in internega
standarda pri LOQ koncentraciji k slepemu vzorcu plazme. Za vzorce QC je bila natan¢nost +
15 %, to¢nost pa = 7,3 %. Validacija metode in vsi postopki preverjanja kakovosti metode so
bili v skladu s smernicami FDA za validacijo bioanalitskih  metod
(https://www.fda.gov/files/drugs/published/Bioanalytical-Method-Validation-Guidancefor-
Industry.pdf).

3.6 Farmakokineti¢ni izrac¢uni za deksmedetomidin

Farmakokineti¢ne izraCune smo opravili na InStitutu za farmakologijo in eksperimentalno
toksikologijo na Medicinski fakulteti Univerze v Ljubljani.

Standardne farmakokineti¢ne parametre, kot so razpolovni Cas (t12), o€istek (CLp) in volumen
distribucije (Vp), smo izracunali s pomo¢jo nekompartmentalne analize dejanskih krivulj

plazemske koncentracije v odvisnosti od ¢asa z uporabo dvofazne nelinearne regresije faze
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eliminacije v primerjavi z enofazno fazo eliminacije (GraphPad Prism 9.00, GraphPad

Software, ZDA).
Razpolovni ¢as je bil izraCunan z enacbo
ti2 = 0,693/kel,
kjer je ker konstanta hitrosti eliminacije.
Ocistek je bil izracunan z enacbo
CL, = odmerek/AUC(0-5120 min)-
Volumen porazdelitve (Vp) je bil izracunan z enacbo
Vp = (t12x CLp)/In2.

Povrsina pod krivuljo (AUC 0-s120 min)) je bila izrac¢unana kot AUC od ¢asovne tocke 0 do zadnje
izmerjene ¢asovne tocke, ki je bila v nasem primeru pri 120 minutah s pomocjo linearne

trapezoidne metode.

3.7 Farmakokineti¢ni izracuni za levobupivakain

Farmakokineticne parametre smo izracunali s pomoc¢jo programa GraphPad Prism 9.4.1.
Najvisja plazemska koncentracija in Tmax sta bila doloCena neposredno iz surovih podatkov
izmerjene koncentracije LB v krvni plazmi za vsako zival posebej. PovrSina pod krivuljo
(AUC (0120 min)) je bila tudi v tem primeru izracunana kot AUC od ¢asovne tocke 0 do zadnje
izmerjene Casovne tocke, ki je bila v naSem primeru pri 120 minutah s pomocjo linearne

trapezoidne metode.

3.8 Doloc¢anje koncentracije kortizola in glukoze v krvi

Koncentracijo kortizola v serumu smo dolocili v laboratoriju Klinike za reprodukcijo in velike
zivali Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani. Kortizol smo izmerili z uporabo
avtomatiziranega encimsko vezanega fluorescencnega testa VIDAS Cortisol S s pomocjo
analizatorja MiniVIDAS (BioMerieux S.A., Francija). Mejo analiticne detekcije smo postavili
pri 2 ng/mL ali 5,52 nmol/L, mejo funkcionalne detekcije z 20 % koeficientom variacije med

serijami pa pri 5,15 ng/mL ali 14,21 nmol/L. Ponovljivost, obnovljivost med vzorci in
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obnovljivost med serijami smo izracunali na podlagi protokola, ki temelji na priporocilih
NCCLS dokumenta EP5-A2. Z uporabo nastavka za trdno fazo (Solid Phase Receptacle -SPR)
smo reakcijski medij veckrat dodali in odstranili. Vzorec je bil nato avtomati¢no prenesen s
pomocjo SPR nastavka v vdolbinico s konjugatom, ki je vseboval derivat kortizola. Kortizol v
vzorcu in derivat kortizola v konjugatu sta tekmovala za mesta na specifi¢nem protitelesu proti
kortizolu v nastavku SPR. V zadnji fazi detekcije se je substrat veckrat avtomati¢no dodal in
odstranil iz nastavka SPR. Konjugirani encim je ta substrat hidroliziral v fluorescentno spojino
(fluorescenca je bila izmerjena pri 450 nm), intenzivnost fluorescence pa je bila obratno
sorazmerna s koncentracijo antigena v vzorcu (Tehni¢ne smernice BioMerieux VIDAS Cortisol
S (CORS), REF: 30451-30 ). Kalibracijo in analizo kontrolnega vzorca smo izvajali redno in
po navodilih proizvajalca. Vse vzorce smo analizirali v dvojniku. Osebje, ki je izvajalo analize

vzorcev, ni vedelo, v katero skupino spada posamezni vzorec.

Koncentracijo glukoze v krvi smo dolocili v laboratoriju Klinike za male zivali Veterinarske
fakultete Univerze v Ljubljani s pomocjo plinskega analizatorja krvi RapidPoint 500 (Siemens,

Nemcija).

3.9 Ocena sedacije in obnasanja

Z validirano numeric¢no lestvico za ocenjevanje sedacije (povzeto po Grint in sod., 2009 ter
Wagner in sod., 2017), smo ocenili stopnjo sedacije pred posegom (bazalna vrednost, Tga) in
nato vsako uro do 6 ur po koncu posega (Taa1—Taac). Koncni seStevki ocene sedacije so bili
razdeljeni v naslednje kategorije: nesedirana zival do blaga sedacija (0-3), zmerna sedacija (4—
12) in globoka sedacija (13-21). Zaradi ve¢je objektivnosti pri oceni sedacije pri odzivu na hrup

smo namesto ploska uporabili »kliker« v oddaljenosti 150 cm od glave psa.

Z validirano numeri¢no lestvico za ocenjevanje obnaSanja (povzeto po Becker in sod., 2013)
smo ocenjevali obnasanje psov pred posegom (bazalna vrednost, Tga), po ekstubaciji (Texr) in
nato vsako uro do 6 ur po koncu posega (Taai—Taas). Razpon sestevka ocene obnaSanja je bil

od 1 do 4 (Prilogi 1 in 2).

3.10 Ocena bolecine in kvalitete Zivljenja

Z validirano sestavljeno numeri¢no lestvico za ocenjevanje bolefine smo ocenili stopnjo

bolecine in kvaliteto zivljenja pred posegom in 14 dni po posegu (povzeto po Della Rocca in
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sod., 2019). Obakrat sta stanje ocenila lastnik zivali (posebej prilagojena lestvica za lastnike)

in veterinar (stomatolog in anestezist) (Prilogi 3 in 4).

3.11 Statisti¢ne analize

Za statisticno obdelavo podatkov smo uporabili programa Jamovi 2.0.0.0 (The Jamovi Project
2021, Australia) in RStudio (RStudio PBC, ZDA). Normalnost porazdelitve spremenljivk smo
preverili s Shapiro-Wilk testom. Da bi izkljucili dejavnike, kot so teza, starost, razmerje med
spoloma in trajanje anestezije kot mozne razloge za razlike med skupinami, smo uporabili
Kruskal-Wallisov test in Fisherjev natancen test. Spremenljivke v razli¢nih ¢asovnih tockah so
bile primerjane med posameznimi skupinami in z bazalnimi vrednostmi znotraj skupin.
Normalno porazdeljene spremenljivke smo analizirali s parnim t-testom, nenormalno
porazdeljene pa z Wilcoxonovim testom, ki smo ju uporabili za prepoznavanje znacilnih razlik
znotraj skupine. Za prepoznavanje pomembnih razlik med skupinami smo uporabili Kruskal-
Wallisov test (za nenormalno porazdeljene spremenljivke) in enosmerno ANOVA (za
normalno porazdeljene spremenljivke). Ce so analize pokazale pomembne razlike med
skupinami, smo uporabili e ustrezne post-hoc teste (Tukeyjev, Dwass-Steel-Critchlow-Fligner
ali Dunnov post-hoc test), ki jim je sledil Bonfferonijev popravek, in s pomocjo katerih smo
lahko prepoznali, kateri dve skupini sta se med seboj znacilno razlikovali. Zaradi kombinacije
normalno in nenormalno porazdeljenih spremenljivk so nekatere vrednosti predstavljene z
mediano in interkvartilnimi razmiki ter mediano in minimalnimi-maksimalnimi vrednostmi.
Kadar pa so bile spremenljivke porazdeljene normalno, so vrednosti predstavljene s povprecjem
in standardnim odklonom (SD) ali povprecjem in standardno napako (SEM). Meja statisti¢ne

znacilnosti je bila postavljena pri p < 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 Prvi del raziskave

Prvi del studije smo uspesno zakljucili pri vseh razen pri enem psu iz skupine LB+DEX IA, ki
si je med okrevanjem po posegu zgrizel jezik. Psa smo nemudoma uvedli v splosno anestezijo,
mu za$ili poSkodovani jezik in ga hospitalizirali za 20 ur. Med hospitalizacijo smo mu za
pomiritev in analgezijo aplicirali z DEX v odmerku 0,5 pg/kg/h IV. Na kontrolnem pregledu
14 dni po posegu pes ni kazal nikakrsnih znakov poskodb jezika. Ker smo zaradi tega dogodka
sedacijo in obnaSanje po posegu lahko ocenjevali le do eno uro po koncu anestezije (Taa1), smo
psa izvzeli iz ocenjevanja sedacije in obnasanja po posegu. Pri nobenem drugem psu po posegu

nismo opazili nezelenih uc¢inkov aplikacije LA.

Psi v prvem delu $tudije so bili stari 59 £ 43 mesecev (povprecje == SD) in tehtali 25,2 = 9,8
kg (povprecje == SD). Med skupinami ni bilo pomembne razlike v telesni masi ( x 2(3) = 1,03,
p =0,795), starosti ( x 2(3) = 2,09 p = 0,554) in razmerju med spoloma (p = 0,608, Fisherjev

natancen test).

Cas anestezije od indukcije do ekstubacije je bil 128 £ 34 minut (povpreéje = SD). Med
skupinami so bile znacilne razlike v ¢asu anestezije (Welchov test F(3) = 5,56, p < 0,01), pri
cemer so post-hoc testi pokazali, da je bil v skupini LB + DEX IV ¢as anestezije znacilno krajsi
kot pri skupini LB + DEX IO (p = 0,034). Nobenemu psu ni bilo potrebno aplicirati fentanila
med posegom. Trem psom v skupini LB + DEX IV, Sestim psom v skupini LB + DEX IO,
sedmim psom v skupini LB + DEX IA in Sestim psom v skupini LB + PLC IV pa smo morali
poglobiti anestezijo z aplikacijo propofola in/ali pa poviSanjem koncentracije vdihanega

izoflurana.

4.1.1 Farmakokinetika deksmedetomidina
Podatki o koncentraciji DEX v plazmi v odvisnosti od ¢asa so bili analizirani za vsakega psa
posebej in za vseh 10 psov v posamezni skupini.

Najvi§ja plazemska koncentracija po IV aplikaciji DEX je bila 7,29 + 0,13 ng/mL, ko smo jo

ekstrapolirali glede na ¢as aplikacije (To) in 5,23 £+ 0,85 ng/mL, ¢e smo jo dolocili iz surovih
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podatkov. Krivulja izloCanja je upadala eksponentno, kar je najbolj ustrezalo enofazni krivulji

izlo¢anja s ti2 5,98 + 0,46 min (Slika 3).

koncentracija (ng/mL)

c¢as (min)

Slika 3: Koncentracija DEX v krvi v odvisnosti od ¢asa po enkratni IV aplikaciji 0,5 pg/kg.

Pse (n = 10) smo premedicirali z metadonom IV, uvedli v splo$no anestezijo s propofolom in jo vzdrzevali z
izofluranom v kisiku. Z LB smo omrtvicili vse §tiri kvadrante ustne votline (oba IO in [A bloka). Podatki so

predstavljeni kot povprecje = SEM (standardna napaka).
Figure 3: Concentration-versus-time profile of a single 0.5 pg/kg IV dose of DEX.

Dogs (n = 10) were premedicated with methadone IV, and anaesthesia was induced with propofol and maintained
with isoflurane in oxygen. Levobupivacaine was used to desensitize all four quadrants of the oral cavity (both IO

and both IA blocks). The data are presented as mean = SEM.

Najvisja plazemska koncentracija po 10 aplikaciji je bila 0,47 = 0,08 ng/mL pri Tmax 7,22 +
1,28 min (Slika 4). Najvisja plazemska koncentracija po IA aplikaciji je bila 0,76 &= 0,09 ng/mL
pri Tmax 7,50 = 1,63 min (Slika 5). Povpre¢ni kon¢ni ti2 je bil 63,44 + 24,15 minut pri 10
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aplikaciji in 23,78 £ 3,78 minut pri IA aplikaciji. Oba sta bila znacilno daljsa (p < 0,01) v

primerjavi z IV aplikacijo.
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Slika 4: Koncentracija DEX v odvisnosti od ¢asa po enkratni perinevralni aplikaciji 0,5 pg/kg (10 blok).

Deksmedetomidin smo aplicirali skupaj z LB v levi (n = 5) ali desni (n = 5) IO kanal. Pse (n = 10) smo
premedicirali z metadonom IV, uvedli v splosno anestezijo s propofolom in jo vzdrzevali z izofluranom v kisiku.
Z LB smo omrtvicili vse §tiri kvadrante ustne votline (oba IO in IA bloka). Podatki so predstavljeni kot povprecje

+ SEM (standardna napaka).
Figure 4: Concentration-versus-time profile of a single 0.5 pg/kg dose of DEX (10 block).

Dexmedetomidine was injected together with LB perineurally into the left (n = 5) or right (n = 5) 10 canal. Dogs
(n = 10) were premedicated with methadone intravenously, and anaesthesia was induced with propofol and
maintained with isoflurane in oxygen. Levobupivacaine was used to desensitize all four quadrants of the oral cavity

(both IO and both IA blocks). The data are presented as mean £ SEM.
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Slika 5: Koncentracija DEX v odvisnosti od ¢asa po enkratni perinevralni aplikaciji 0,5 pg/kg (IA blok).

Deksmedetomidin smo aplicirali skupaj z LB v podsluznico ob levem (n = 5) ali desnem (n = 5) [A Zivcu. Pse (n
= 10) smo premedicirali z metadonom IV, uvedli v splo$no anestezijo s propofolom in jo vzdrzevali z izofluranom
v kisiku. Z LB smo omrtvicili vse §tiri kvadrante ustne votline (oba IO in TA bloka). Podatki so predstavljeni kot

povprecje = SEM (standardna napaka).
Figure 5: Concentration-versus-time profile of a single 0.5 pg/kg dose of DEX (IA block).

Dexmedetomidine was injected together with LB perineurally into the submucosa near the left (n = 5) or right (n
=5) IA nerve. Dogs (n = 10) were premedicated with methadone intravenously, and anaesthesia was induced with
propofol and maintained with isoflurane in oxygen. Levobupivacaine was used to desensitize all four quadrants of

the oral cavity (both IO and both IA blocks). The data are presented as mean + SEM.

Bioloska razpoloZljivost DEX je bila 0,48 po IO aplikaciji in 0,56 po IA aplikaciji. Ostali

farmakokineti¢ni parametri so podani v Tabeli 1.
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Tabela 1: Izra¢unani farmakokineti¢ni parametri (povprecje £ SEM) po IV (n =10), IO (n =10) in IA (n =
10) aplikaciji DEX 0,5 pg/kg.

Pse smo premedicirali z metadonom IV, uvedli v splosno anestezijo s propofolom in jo vzdrzevali z izofluranom
v kisiku. Z LB smo omrtvi¢ili vse Stiri kvadrante ustne votline (oba 1O in IA bloka). Podatki so predstavljeni kot

povprecje = SEM (standardna napaka).

Table 1: Calculated pharmacokinetic parameters (mean + SEM) of dexmedetomidine 0.5 pg/kg
administered IV (n = 10), IO (n = 10) and IA (n = 10).

Dogs were premedicated with methadone IV, and anaesthesia was induced with propofol and maintained with
isoflurane in oxygen. Levobupivacaine was used to desensitize all four quadrants of the oral cavity (both 10 and

both IA blocks). The data are presented as mean + SEM.

DEX IV DEX IO DEXTA
Stevilo psov, n 10 10 10
AUC(0-120y (ng/mL x min) 42.11+£5.01 20.08 + 3.82%* 23.78 £3.78*
Vp (L/kg) 0.12 £0.02
Cl (mL/min/kg) 1417 £1.58

AUC (0120 min), povrsina pod krivuljo od ¢asovne tocke 0 do zadnje merljive Casovne tocke (120 min); Cl, ocistek;
IA, inferiorni alveolarni blok; 10, infraorbitalni blok; IV, intravensko; Vp, volumen distribucije.* v primerjavi z

IV aplikacijo (p < 0,01, enosmerna ANOVA).

AUC(0->120 min), the area under the curve from time 0 to the last quantifiable data point (120 min); Cl, clearance;
IA, inferior alveolar block; IO, infraorbital block; IV, intravenously; Vp, volume of distribution. ¥*Compared to IV

administration (p < 0.01, one-way ANOVA).

4.1.2  Odziv obtocil in dihanja na aplikacijo deksmedetomidina

Pred aplikacijo DEX med skupinami ni bilo pomembnih razlik glede frekvence srca (F(3) =
0,324, p =0,81), srednjega arterijskega tlaka (F(3) = 1,498, p = 0,23) in frekvence dihanja (H(3)
=1,162, p=0,76).

Ugotovili pa smo, da je po aplikaciji DEX med skupinami priSlo do vecjih znacilnih sprememb

v frekvenci srca (F(1) = 29,992, p < 0,01, p2 = 0,08) in srednjega arterijskega tlaka (F(1) =
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24,663, p <0,01, p2 =0,06) ter manjsSih znacilnih sprememb v frekvenci dihanja (F(1) = 12,726,
p <0,01, p2=0,03).

Frekvenca srca v skupini LB+DEX 1V je bila v primerjavi z bazalno vrednostjo znacilno nizja
od prve minute I'V aplikacije (IV1) do 30 minut po koncu IV aplikacije. V skupini LB+PLC IV
je bila frekvenca srca znacilno visja le pri ¢asovni tocki IV1. Frekvenca srca v skupini LB+DEX
IO je bila v primerjavi z bazalno vrednostjo znacilno nizja od druge minute IV aplikacije (IV2)
do 30 minut po koncu IV aplikacije. Frekvenca srca v skupini LB+DEX IA pa je bila znacilno
nizja pri IV1 in IV2 ter 2 do 4, 9 in 15 do 30 minut po koncu IV aplikacije. Pet psov v skupini
LB+DEX TV in po en pes v skupinah LB+DEX IO ter LB+DEX IA so razvili atrioventrikularne
(AV) bloke druge stopnje med IV aplikacijo ali do eno minuto po koncu IV aplikacije DEX.
Frekvenca srca je bila v primerjavi s skupino LB+PLC IV znacilno nizja: 1. v skupini LB+DEX
IV od ene do 25 minut po koncu IV aplikacije, 2. v skupini LB+DEX IA od pet do 25 minut
po koncu IV aplikacije in 3. v skupini LB+DEX 10 20 minut po koncu IV aplikacije (Slika 6).
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Slika 6: Frekvenca srca pred in po aplikaciji deksmedetomidina (DEX) in/ali placeba s ¢asovnimi tockami
(5, 10, 15, 20, 25 in 30 minut), ki predstavljajo vrednosti po kon¢ani intravenski (IV) aplikaciji DEX ali
placeba.

Levobupivakain (LB) smo uporabili za oba infraorbitalna in inferiorna alveolarna bloka. Vrednosti so izrazene kot
mediana in interkvartilni razmiki. B, bazalna vrednost pred aplikacijo oralnih blokov; BL, takoj po aplikaciji
oralnih blokov; IV1, eno minuto po IV aplikaciji DEX ali placeba; IV2, dve minuti po IV aplikaciji DEX ali
placeba; LB+DEX IA, psi (rn = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v podsluznico ob odprtini
mandibularne odprtine; LB+DEX IO, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v infraorbitalni
kanal; LB+DEX IV, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in DEX IV (pozitivna kontrola); LB+PLC
IV, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in placebo IV (negativna kontrola). * znacilna razlika (p <
0,05) med skupinama LB+PLC IV in LB+DEX IV. } znacilna razlika (p < 0,05) med skupinama LB+PLC IV in
LB+DEX IA. i znacilna razlika (p < 0,05) med skupinama LB+PLC IV in LB+DEX IO.

Figure 6: Heart rate before and after administration of dexmedetomidine (DEX) and/or placebo with time

points (5, 10, 15, 20, 25, and 30 min) presenting values after completion of IV application of DEX or placebo.

Levobupivacaine (LB) was used for both infraorbital and inferior alveolar blocks. Values are expressed as median
and interquartile range. B, baseline value, prior to administration of oral blocks; BL, immediately after
administration of oral blocks; IV1, after one min of IV application of DEX or placebo; 1V2, after two

min/completion of IV application of DEX or placebo; LB+DEX IA, dogs (n = 10) which received LB and DEX
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perineurally into the submucosa at the opening of the mandibular foramen; LB+DEX IO, dogs (» = 10) which
received LB and DEX perineurally into the infraorbital canal; LB+DEX IV, dogs (# = 10) which received LB
perineurally and DEX IV (positive control); LB+PLC IV, dogs (n = 10) which received LB perineurally and
placebo IV (negative control). * significant difference (p < 0.05) between the LB+PLC IV and LB+DEX IV
groups. T significant difference (p < 0.05) between the LB+PLC IV and LB+DEX IA groups. i significant
difference (p < 0.05) between the LB+PLC IV and LB+DEX IO groups.

V skupini LB+DEX 1V je bil srednji arterijski tlak v primerjavi z bazalno vrednostjo znacilno
vi§ji od ¢asovne tocke IV1 do 30 minut po koncu IV aplikacije. V skupini LB+PLC IV se
srednji arterijski tlak ni znac¢ilno spremenil po aplikaciji placeba. V skupini LB+DEX IO je bil
srednji arterijski tlak znacilno vi§ji v ¢asovnih tockah IV1, IV2 ter 2 do 5, 7 in 8 minut po koncu
IV aplikacije. V skupini LB + DEX IA pa je bil srednji arterijski tlak znacilno visji od ¢asovne
tocke IV1 do 9 minut po koncu IV aplikacije, razen v ¢asovni tocki 8 minut po koncu IV
aplikacije. Srednji arterijski tlak je bil v primerjavi s skupino LB+PLC IV znacilno vi§ji: 1. v
skupini LB+DEX IV od ene do sedem minut po koncu IV aplikacije in 2. v skupini LB+DEX
IA skupini pet minut po koncu IV aplikacije. Srednji arterijski tlak je bil znacilno visji v skupini
LB+DEX IV v primerjavi s skupinama LB+DEX IA in LB+DEX 10 od ene do dveh minut po
koncu IV aplikacije (Slika 7).
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Slika 7: Srednji arterijski tlak pred in po aplikaciji deksmedetomidina (DEX) in/ali placeba s ¢asovnimi
to¢kami (5, 10, 15, 20, 25 in 30 minut), ki predstavljajo vrednosti po kon¢ani intravenski (IV) aplikaciji DEX

ali placeba.

Levobupivakain (LB) smo uporabili za oba infraorbitalna in inferiorna alveolarna bloka. Vrednosti so izrazene kot
mediana in interkvartilni razmiki. B, bazalna vrednost pred aplikacijo oralnih blokov; BL, takoj po aplikaciji
oralnih blokov; IV1, eno minuto po IV aplikaciji DEX ali placeba; IV2, dve minuti po IV aplikaciji DEX ali
placeba; LB DEX IA, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v podsluznico ob odprtini
mandibularne odprtine; LB+DEX IO, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v infraorbitalni
kanal; LB+DEX 1V, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in DEX IV (pozitivna kontrola); LB+PLC
IV, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in placebo IV (negativna kontrola). * znacilna razlika (p <
0,05) med skupinama LB+PLC IV in LB+DEX IV. § znacilna razlika (p < 0,05) med skupinama LB+PLC IV in
LB+DEX IA. ¢ znacilna razlika (p < 0,05) med skupinama LB DEX IV in LB+DEX TA. ¥ znacilna razlika (p <
0,05) med skupinama LB+DEX IV in LB+DEX IO.

Figure 7: Mean arterial pressure before and after administration of dexmedetomidine (DEX) and/or
placebo with time points (5, 10, 15, 20, 25, and 30 min) presenting values after completion of IV application

of DEX or placebo.

Levobupivacaine (LB) was used for both infraorbital and inferior alveolar blocks. Values are expressed as median

and interquartile range. B, baseline value, prior to administration of oral blocks; BL, immediately after
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administration of oral blocks; IV1, after one min of IV application of DEX or placebo; IV2, after two
min/completion of IV application of DEX or placebo; LB+DEX IA, dogs (n = 10) which received LB and DEX
perineurally into the submucosa at the opening of the mandibular foramen; LB+DEX IO, dogs (» = 10) which
received LB and DEX perineurally into the infraorbital canal; LB+DEX IV, dogs (# = 10) which received LB
perineurally and DEX IV (positive control); LB+PLC IV, dogs (n = 10) which received LB perineurally and
placebo IV (negative control). * significant difference (p < 0.05) between the LB+PLC IV and LB+DEX IV
groups. T significant difference (p < 0.05) between the LB+PLC IV and LB+DEX IA groups. ¢ significant
difference (p < 0.05) between the LB+DEX IV and LB+DEX IA groups. ¥ significant difference (p < 0.05)
between the LB+DEX IV and LB+DEX IO groups.

V skupini LB+DEX IV se je frekvenca dihanja znacilno znizala od 1 do 15 minut po koncu IV
aplikacije. V skupini LB+PLC IV se frekvenca dihanja ni znacilno spremenila po aplikaciji
DEX. V skupini LB+DEX IO je bila frekvenca dihanja v primerjavi z bazalnimi vrednostmi
nizja od 2 do 4 minute po koncu IV aplikacije. V skupini LB+DEX IA pa je bila frekvenca
dihanja znacilno nizja 3 in 8 do 20 minut po koncu IV aplikacije. Frekvenca dihanja je bila
znacilno nizja le v skupini LB+DEX IV v primerjavi s skupino LB+PLC IV 10 minut po koncu
IV aplikacije. (Slika 8).
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Slika 8: : Frekvenca dihanja pred in po aplikaciji deksmedetomidina (DEX) in/ali placeba s ¢asovnimi
tockami (5, 10, 15, 20, 25 in 30 minut), ki predstavljajo vrednosti po konc¢ani intravenski aplikaciji DEX ali
placeba.

Levobupivakain (LB) smo uporabili za oba infraorbitalna in inferiorna alveolarna bloka. Vrednosti so izrazene kot
mediana in interkvartilni razmiki. B, bazalna vrednost pred aplikacijo oralnih blokov; BL, takoj po aplikaciji
oralnih blokov; IV1, eno minuto po IV aplikaciji DEX ali placeba; IV2, dve minuti po IV aplikaciji DEX ali
placeba; LB DEX IA, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v podsluznico ob odprtini
mandibularne odprtine; LB+DEX 10O, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v infraorbitalni
kanal; LB+DEX IV, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in DEX IV (pozitivna kontrola); LB+PLC
IV, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in placebo IV (negativna kontrola). * znacilna razlika (p <

0,05) med skupinama LB+PLC IV in LB+DEX 1V.

Figure 8: Respiratory rate before and after administration of dexmedetomidine (DEX) and/or placebo with
time points (5, 10, 15, 20, 25, and 30 min) presenting values after completion of IV application of DEX or
placebo.

Levobupivacaine (LB) was used for both infraorbital and inferior alveolar blocks. Values are expressed as median
and interquartile range. B, baseline value, prior to administration of oral blocks; BL, immediately after
administration of oral blocks; IV1, after one min of IV application of DEX or placebo; 1V2, after two

min/completion of IV application of DEX or placebo; LB+DEX IA, dogs (n = 10) which received LB and DEX
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perineurally into the submucosa at the opening of the mandibular foramen; LB+DEX IO, dogs (» = 10) which
received LB and DEX perineurally into the infraorbital canal; LB+DEX 1V, dogs (# = 10) which received LB
perineurally and DEX IV (positive control); LB+PLC IV, dogs (n = 10) which received LB perineurally and
placebo IV (negative control). * significant difference (p < 0.05) between the LB+PLC IV and LB+DEX IV

groups.

4.1.3 Koncentracija kortizola in glukoze v krvi

Med skupinami ni bilo znacilnih razlik v koncentraciji kortizola v serumu (¥2(3) = 2,75, p =
0,432) in glukoze v krvi (F(3) = 0,358, p = 0,784) pred aplikacijo DEX. Koncentracija kortizola
je bila na koncu posega neznacilno nizja pri vseh skupinah psov (Slika 9). Koncentracija
glukoze je bila v primerjavi s koncentracijo pred aplikacijo oralnih blokov znacilno nizja na

koncu posega le v skupini LB+DEX IA (Slika 10).
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Slika 9: Koncentracija kortizola v serumu (nmol/L) pred aplikacijo oralnih blokov in na koncu posega.

Vrednosti so izrazene kot mediana in interkvartilni razmiki. Levobupivakain (LB) smo uporabili za oba
infraorbitalna in inferiorna alveolarna bloka. Placebo ali deksmedetomidin (DEX ) smo aplicirali perinevralno ali
intravensko (IV). LB DEX IA, psi (rn = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v podsluznico ob odprtini
mandibularne odprtine; LB+DEX 10, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v infraorbitalni
kanal; LB+DEX 1V, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in DEX IV (pozitivna kontrola); LB+PLC
IV, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in placebo IV (negativna kontrola). Ty, Casovna tocka pred

aplikacijo oralnih blokov (bazalna vrednost); Tkonec, Casovna tocka na koncu posega.

Figure 9: Serum cortisol concentration (nmol/L) before administration of oral blocks and at the end of the

dental procedure.

Values are expressed as median and interquartile range. Levobupivacaine (LB) was used for both infraorbital and
inferior alveolar blocks. Placebo or dexmedetomidine (DEX) were administered perineurally or intravenously
(IV). LB+DEX IA, dogs (n = 10) which received LB and DEX perineurally into the submucosa at the opening of
the mandibular foramen; LB+DEX IO, dogs (r» = 10) which received LB and DEX perineurally into the infraorbital
canal; LB+DEX IV, dogs (rn = 10) which received LB perineurally and DEX IV (positive control); LB+PLC IV,
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dogs (n = 10) which received LB perineurally and placebo IV (negative control). Ty, time point before

administration of oral blocks; Tkongc, time point at the end of the procedure.
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Slika 10: Koncentracija glukoze v krvi (mmol/L) pred aplikacijo oralnih blokov in na koncu posega.

Vrednosti so izrazene kot mediana in interkvartilni razmiki. Levobupivakain (LB) smo uporabili za oba
infraorbitalna in inferiorna alveolarna bloka. Placebo ali deksmedetomidin (DEX ) smo aplicirali perinevralno ali
intravensko (IV). LB DEX 1A, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v podsluznico ob odprtini
mandibularne odprtine; LB+DEX IO, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v infraorbitalni
kanal; LB+DEX IV, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in DEX IV (pozitivna kontrola); LB+PLC
IV, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in placebo IV (negativna kontrola). Ty, Casovna tocka pred
aplikacijo oralnih blokov (bazalna vrednost); Tkonec, ¢asovna tocka na koncu posega. f znacilno nizja

koncentracija v primerjavi z bazalno vrednostjo v skupini LB+DEX TA (p < 0.05).

Figure 10: Blood glucose concentration (mmol/L) before administration of oral blocks and at the end of the

dental procedure.

Values are expressed as median and interquartile range. Levobupivacaine (LB) was used for both infraorbital and
inferior alveolar blocks. Placebo or dexmedetomidine (DEX) were administered perineurally or intravenously
(IV). LB+DEX IA, dogs (n = 10) which received LB and DEX perineurally into the submucosa at the opening of
the mandibular foramen; LB+DEX IO, dogs (n» = 10) which received LB and DEX perineurally into the infraorbital
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canal; LB+DEX 1V, dogs (n = 10) which received LB perineurally and DEX 1V (positive control); LB+PLC 1V,
dogs (n = 10) which received LB perineurally and placebo IV (negative control). Ty, time point before
administration of oral blocks; Tkonec, time point at the end of the procedure. T significantly lower concentration

compared to the baseline in the LB + DEX TA group (p < 0.05).

4.1.4 Ocena sedacije in obnasanja

Med skupinami ni bilo znacilnih razlik v oceni sedacije ( x 2(3) = 1,607, p = 0,658) in oceni
obnasanja ( x 2(3) =2,681, p = 0,443) pred aplikacijo DEX. Ocena sedacije je bila v primerjavi
z bazalno vrednostjo (pred posegom) v skupinah LB+DEX IV in LB+PLC IV znacilno vi§ja v
celotnem ocenjevalnem obdobju. V skupini LB+DEX IO je bila ocena znacilno visja le do dve
uri po koncu anestezije, v skupini LB+DEX IA pa do §tiri ure po koncu anestezije (Slika 11).
Ocena obnaSanja se pri nobeni skupini v nobeni ¢asovni toc¢ki v celotnem ocenjevalnem

obdobju ni razlikovala od bazalnih vrednosti (Slika 12).
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Slika 11: Ocena stopnje sedacije pred posegom in vsako uro do Sest ur po koncu anestezije.

Vrednosti so izrazene kot mediana in interkvartilni razmiki. Levobupivakain (LB) smo uporabili za oba
infraorbitalna in inferiorna alveolarna bloka. Placebo ali deksmedetomidin (DEX ) smo aplicirali perinevralno ali
intravensko (IV). LB DEX IA, psi (n = 9), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v podsluznico ob odprtini
mandibularne odprtine; LB+DEX IO, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v infraorbitalni
kanal; LB+DEX 1V, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in DEX IV (pozitivna kontrola); LB+PLC
IV, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in placebo IV (negativna kontrola). Tga, Casovna tocka pred
posegom (bazalna vrednost); Taa1 to Taas, Casovne tocke od ene do Sest ur po koncu anestezije. * znacilno visja

vrednost v primerjavi z bazalno vrednostjo (p < 0.05).

Figure 11: Sedation score recorded before anaesthesia and every hour after the end of the anaesthesia.

Values are expressed as median and interquartile range. Levobupivacaine (LB) was used for both infraorbital and
inferior alveolar blocks. Placebo or dexmedetomidine (DEX) were administered perineurally or intravenously
(IV). LB+DEX IA, dogs (n = 9) which received LB and DEX perineurally into the submucosa at the opening of
the mandibular foramen; LB+DEX 10, dogs (r» = 10) which received LB and DEX perineurally into the infraorbital
canal; LB+DEX IV, dogs (n = 10) which received LB perineurally and DEX IV (positive control); LB+PLC 1V,
dogs (n =10) which received LB perineurally and placebo I'V (negative control). Tga, time point before anaesthesia
(baseline); Taa1 to Taas, time points from one to six hours after the end of anaesthesia. * significantly higher

compared to the baseline (Tga) (p < 0.05).
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Slika 12: Ocena obnasanja pred posegom, po ekstubaciji in vsako uro do Sest ur po koncu anestezije.

Vrednosti so izrazene kot mediana in interkvartilni razmiki. Levobupivakain (LB) smo uporabili za oba
infraorbitalna in inferiorna alveolarna bloka. Placebo ali deksmedetomidin (DEX ) smo aplicirali perinevralno ali
intravensko (IV). LB DEX 1A, psi (rn = 9), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v podsluznico ob odprtini
mandibularne odprtine; LB+DEX 10, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB in DEX perinevralno v infraorbitalni
kanal; LB+DEX 1V, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in DEX IV (pozitivna kontrola); LB+PLC
IV, psi (n = 10), ki smo jim aplicirali LB perinevralno in placebo IV (negativna kontrola). Tga, Casovna tocka pred
posegom (bazalna vrednost); Texr, Casovna tocka po ekstubaciji; Taai to Taae, Casovne tocke od ene do Sest ur po

koncu anestezije.

Figure 12: Behaviour score recorded before anaesthesia, after extubation, and every hour after the end of

the anaesthesia.

Values are expressed as median and interquartile range. Levobupivacaine (LB) was used for both infraorbital and
inferior alveolar blocks. Placebo or dexmedetomidine (DEX) were administered perineurally or intravenously
(IV). LB+DEX IA, dogs (n = 9) which received LB and DEX perineurally into the submucosa at the opening of
the mandibular foramen; LB+DEX 10, dogs (n = 10) which received LB and DEX perineurally into the infraorbital
canal; LB+DEX IV, dogs (n = 10) which received LB perineurally and DEX IV (positive control); LB+PLC 1V,
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dogs (n=10) which received LB perineurally and placebo IV (negative control). Tga, time point before anaesthesia
(baseline); TgxT, time point after extubation; Taai to Taae, time points from one to six hours after the end of

anaesthesia.

4.1.5 Ocena bolecine v ustni votlini

Med skupinami ni bilo znacilnih razlik v oceni bole¢ine pred posegom neglede na to, ali je
bole¢ino ocenjeval anestezist ( x 2(3) = 0,226, p = 0,973), stomatolog ( x 2(3) = 2,170, p =
0,538) ali lastnik ( x 2(3) = 2,971, p = 0,396). Prav tako ni bilo znacilnih razlik med skupinami
14 dni po posegu, ko sta bolecino ocenjevala anestezist ( x 2(3) = 2.207, p = 0,531) in lastnik
(x2(3) = 8,245, p = 0,04), medtem ko je stomatolog bolec¢ino znacilno visje ocenil pri skupini

LB+DEX IV v primerjavi s skupino LB+DEX IA ( x 2(3) = 8,209, p = 0,04).

Stirinajst dni po posegu je v primerjavi z oceno pred posegom bole¢ino znacilno niZje ocenil le
stomatolog, in sicer pri skupini LB+DEX IV (0 (0,75)), LB + PLC IV (1 (0,5)) in LB+DEX IA

(3 (2)). Rezultati ocene bolecine po posegu so predstavljeni kot mediana (interkvartilni razmik).

4.2 Drugi del raziskave

Psi v drugem delu raziskave so bili stari 72 + 43 mesecev (povprecje = SD) in tehtali 25,2 + 7,8
kg (povprec¢je + SD). Med skupinami ni bilo pomembne razlike v telesni masi (H(2) = 0,194, p
= 0,91), starosti (H(2) = 1,312, p = 0,52) in v razmerju med spoloma (p = 0,26, Fisherjev

natancen test).

Tudi v tem delu raziskave nismo nobenemu psu aplicirali fentanila med posegom. Sestim psom
v skupini LB 10, sedmim psom v skupini LB IA in Sestim psom v skupini LB VSI (negativna
kontrolna skupina iz prvega dela raziskave) pa smo morali poglobiti anestezijo s propofolom

in/ali s poviSanjem koncentracije vdihanega izoflurana.

4.2.1 Farmakokinetika levobupivakaina

Farmakokineti¢ni parametri Cmax, Tmax in AUC (0120 min) SO prikazani v Tabeli 2. V skupini LB
IO je LB dosegel Cimax v ¢asovnem razponu 3 do 12 minut, v skupinah LB IA in LB VSI pa v

gasovnem razponu 3 do 17 minut po aplikaciji oralnih blokov. Cas do najvisje plazemske
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koncentracije je bil najkrajsi v skupini LB IA, sledili sta skupini LB 10 in LB VSI, vendar
razlike med skupinami niso bile znacilne. Najvis§ja plazemska koncentracija LB je dosegla
najvisjo vrednost v skupini LB VSI, sledili pa sta skupini LB IA in LB 10. V skupini LB VSI
smo ugotovili znacilno visje vrednosti v primerjavi z ostalima skupinama. Enako smo ugotovili

tudi za AUC. Koncentracijo LB v odvisnosti od ¢asa prikazuje Slika 13.

Tabela 2: Izra¢unani farmakokineti¢ni parametri za levobupivakain.

Vrednosti so predstavljene kot mediana z interkvartilnimi razmiki. *p < 0,05 in ****p < (0,0001 znacilno nizje

vrednosti v primerjavi s skupino LB VSI (Kruskal-Wallisov test in Dunnov post-hoc test).
Table 2: The calculated pharmacokinetic parameters of levobupivacaine.

Values are presented as median with interquartile range. *p < 0.05 and ****p < 0.0001 significantly lower

compared to the LB ALL group (Kruskal-Wallis test and Dunn’s post-hoc test).

LB VSI LB IA LB IO
Stevilo psov, n 10 10 10
Cuax (ng/mL) 1,335 (1,030-1,929) 601 (488-652)* 108 (94-242)%*#*:*
Tmax (min) 7 (4-9.5) 4 (3-9.5) 5.5(3.75-8.25)
AUC (0-120) (ng/mL x min) 57,976 (44,954-96,224) 25,457 (19,200- 6,595 (5,353—
28,872)* 10,308)##*

AUC (0-120 min), povrsina pod krivuljo od ¢asovne tocke 0 do zadnje merljive Casovne to¢ke (120 min); Cmax, najvisja
plazemska koncentracija; IA, inferiorni alveolarni blok; 10, infraorbitalni blok; LB, levobupivakain; T max, ¢as do

najvisje plazemske koncentracije.

AUC(0-120 min), the area under the curve from time point 0 to the last quantifiable data point (120 min); Cpax,
maximum plasma concentration; 1A, inferior alveolar block; IO, infraorbital block; LB, levobupivacaine; Tmax,

time to reach maximum plasma concentration.
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Slika 13: Koncentracija 0,5 % levobupivakaina (LB) v krvi v odvisnosti od ¢asa apliciranega perinevralno.

Koncentracija 0,5 % levobupivakaina (LB) v krvi v odvisnosti od ¢asa, apliciranega perinevralno na en kvadrant
kot infraorbitalni blok (» = /0, LB 10) ali inferiorni alveolarni blok (» = 10, skupina LB TA) ali na vse stiri
kvadrante kot oba infraorbitalna in inferiorna alveolarna bloka (n = /0, skupina LB VSI). Pse smo premedicirali
z metadonom intravensko, v anestezijo smo jih uvedli s propofolom in anestezijo vzdrzevali z izofluranom v
kisiku. Odmerek LB je bil 0,11 mL/kg?? za infraorbitalni blok in 0,18 mL/kg?? za 1A blok. Podatki so predstavljeni

kot mediana z interkvartilnimi razmiki.

Figure 13: Concentration-vs.-time profile of levobupivacaine (LB) 0.5% injected perineurally.

Concentration-vs.-time profile of levobupivacaine (LB) 0.5% injected perineurally as a single infraorbital block
(n =10, LB 10) or single inferior alveolar block (n = 10, LB IA group) or both infraorbital and inferior alveolar
blocks (n = 10, LB VSI group). Dogs were premedicated with methadone intravenously, and anaesthesia was
induced with propofol and maintained with isoflurane in oxygen. The dose of LB was calculated as 0.11 ml/kg?3
for the infraorbital block and 0.18 ml/kg?? for the A block. The data are presented as median with interquartile

range.
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S RAZPRAVA

V prvem delu raziskave smo preucevali farmakokinetiko DEX in odziv obtocil na aplikacijo
DEX v IO kanal ali v podsluznico v blizini vhoda v mandibularni kanal ter ju primerjali z IV
aplikacijo. Zanimalo nas je tudi, ali DEX kot adjuvantni analgetik k podro¢ni anesteziji z LB

omeji stresni odziv zaradi anestezije in stomatoloskega posega.

Pri perinevralni aplikaciji DEX je bila Cmax neznacilno nizja, Tmax pa neznacilno krajsi v skupini
LB+DEX IO v primerjavi s skupino LB+DEX IA. Za primerjavo: pri psih s telesno maso 14,6
+ 1,5 kg sta bili Sirina in viSina 1O kanala na najozji tocki 3,1 £ 0,2 mm in 3,6 + 0,2 mm
(Viscasillas in sod., 2013). Volumen LB, ki smo ga uporabili v nasi raziskavi, je bil pri 15 kg
psu 0,68 mL, ¢emur smo dodali Se 7,5 pg DEX (0,2 mL razredditve, saj je koncentracija DEX
500 pg/mL in ga je za natanénejSe odmerjanje potrebno red¢iti). Kljub temu, da nismo merili
pritiska v IO kanalu, menimo, da je aplikacija zdravil povecala pritisk v IO kanalu, kar je
povzrocilo hitrejSo absorpcijo v primerjavi z aplikacijo v podsluznico pri IA bloku. Po drugi
strani pa bi lahko bili vi§ja Cmax, boljSa bioloska razpolozljivost (ve¢ja AUC0-120 min)) in
hitrejSa eliminacija (trikrat krajsi razpolovni ¢as) po IA aplikaciji posledica vecje oziljenosti in

boljse prekrvljenosti podsluznice v blizini vhoda v mandibularni kanal.

Pri perinevralni aplikaciji DEX je bil ti2 znacilno daljsi, AUC0-120 min) pa znacilno manjsa v
primerjavi z IV aplikacijo. Proces absorpcije je pri ekstravaskularni aplikaciji omejevalni
dejavnik, saj kon¢ni t12 odraZa hitrost in obseg absorpcije in ne procesa eliminacije (Toutain in
Bousquet-Melou, 2004). Bioloska razpoloZljivost je bila po IO aplikaciji 48 %, po 1A aplikaciji
pa 56 % in je bila v obeh primerih manjSa kot pri intramuskularni (IM) aplikaciji (60 %) (EPAR,
2022), vendar Se vedno vecja v primerjavi z aplikacijo preko ustne sluznice (11,2 % in 16,34

%) (Dent in sod., 2019; Di Cesare in sod., 2019).

Koncentracija DEX v krvni plazmi se je po IV aplikaciji eksponentno znizala. Velika
standardna napaka koncentracije DEX po eni minuti od aplikacije odraza prekrivanje faz
distribucije in eliminacije DEX, medtem ko je po petith minutah faza eliminacije Ze
prevladovala in se je standardna napaka zmanjSala. Deksmedetomidin lahko odvisno od
odmerka zmanjsa lastno fazo eliminacije, kot je bilo ugotovljeno pri prostovoljcih, predvsem
zaradi zmanjSanega minutnega volumna srca (Dutta in sod., 2000), kar se pokaZe v zmanjSanem
pretoku krvi skozi jetra in pocasnejsi presnovi DEX. PodaljSan ti2 je pri¢akovan pri vi§jih

odmerkih in pri predoziranju ali ko se DEX aplicira skupaj z u¢inkovinami, ki vplivajo na krvni
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pretok v jetrih (EPAR, 2022). V nasi raziskavi so bili psi anestezirani z izofluranom, ki odvisno
od odmerka zmanjSa minutni volumen srca (Avram in sod., 2000). Deksmedetomidin
nasprotuje vazodilatativnim u¢inkom izoflurana in stabilizira tonus krvnih zil (Di Bella in sod.,
2020). Po drugi strani pa lahko izofluran oslabi povecanje sistemskega zilnega odpora vsled
DEX (Kersten in sod., 1993; Grasso in sod., 2015). V nasi raziskavi nismo merili minutnega
volumna srca, vendar bi lahko krajsi ti2 in vecji o€istek v primerjavi z 10-krat (Dent in sod.,
2019) in 40-krat (Kuusela in sod., 2000) ve¢jimi odmerki DEX, ki so jih uporabili pri
neanesteziranih psih nakazovala, da krvni obtok v jetrih ni bil zmanjSan zaradi pozitivnega

medsebojnega vpliva med nizkim odmerkom DEX in izofluranom.

Volumen distribucije DEX v nasi raziskavi je bil manjsi kot v raziskavi, kjer so uporabili 10-
krat (Dent in sod., 2019) in 40-krat (Kuusela in sod., 2000) vecje odmerke DEX, in odraza
zanemarljivo distribucijo DEX iz centralnega v periferni razdelek, DEX pa se je ve¢inoma
prerazporedil v plazmo in izvenceli¢no tekoc¢ino. Deksmedetomidin je lipofilna u¢inkovina, ki
se v 94 % veze na albumin in a;-glikoprotein v krvni plazmi (Weerink in sod., 2017). V nasi
raziskavi je bila AUCo—120 min) po IV aplikaciji 42,11 £ 5,01 ng min/mL. Pri psih, ki prejeli 10-
krat ve¢ji odmerek DEX, je AUC0-inf) znasala 655 + 148 ng min/mL (Dent in sod., 2019), kar

kaZe da je plazemska koncentracija DEX neposredno odvisna od odmerka.

Odziv obtocil na aplikacijo DEX je bil skladen z Ze do zdaj objavljenimi podatki (Weerink in
sod., 2017; Dent in sod., 2019; Akashi in sod., 2021). V placebo skupini se vrednosti frekvence
srca (razen minuto po aplikaciji placeba), srednjega arterijskega tlaka in frekvence dihanja niso
razlikovale od bazalnih vrednosti. V ostalih skupinah so se frekvenca srca, srednji arterijski tlak
in frekvenca dihanja znacilno spremenili v dolo¢enih ¢asovnih tockah, ko sta bili frekvenca srca
in dihanja niZji, srednji arterijski tlak pa vi§ji v primerjavi z bazalnimi vrednostmi. Pri psih,
anesteziranih z izofluranom (Weerink in sod., 2017) ali sevofluranom (Akashi in sod., 2021),
so po IV aplikaciji DEX v odmerku 0,5 pg/kg ugotovili zviSanje arterijskega tlaka in zniZanje
frekvence srca. Znizanje frekvence srca in dihanja so potrdili tudi pri neanesteziranih psih, ki
so jim IV aplicirali 10-krat vi§ji odmerek DEX v primerjavi z naSo raziskavo (Kuusela in sod.,
2000). Atrioventrikularni blok druge stopnje smo najveckrat opazili pri psih, ki smo jim DEX
aplicirali IV in so bili v neposredni povezavi s plazemsko koncentracijo DEX. Ti rezultati so v
skladu z do zdaj ze objavljenimi raziskavami (Kuusela in sod., 2002; Congdon in sod., 2011),

kjer so ugotovili AV bloke druge stopnje po IM aplikaciji DEX v odmerku 10 pg/kg.
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Pri psih, ki so prejeli DEX IV ali perinevralno, je bila frekvenca srca nizja v primerjavi s placebo
skupino, medtem ko je bil srednji arterijski tlak visji le pri LB+DEX IV in LB+DEX IA skupini.
Podobno so nizjo frekvenco srca in visji sistoli¢ni tlak v primerjavi s kontrolno skupino
ugotovili pri psih, anesteziranih s sevofluranom, ki so jim aplicirali DEX v odmerku 0,5 pg/kg
IV (Akashi in sod., 2021). Odziv obtoc¢il na DEX je pri psih posledica aktivacije postsinapti¢nih
adrenergic¢nih receptorjev o2 v gladkih miSicah perifernih zil, kar se odraza kot periferna
vazokonstrikcija. Zacetno zviSanje krvnega tlaka je povezano s poveCanjem tonusa nervusa
vagusa in bradikardijo (Murrell in Hellebrekers, 2005). Medetomidin, racemna zmes dveh
opticnih izomer levomedetomidina in deksmedetomidina, apliciran v odmerkih od 1 do 20
ng/kg IV, je povzrocil podobne spremembe v odzivu obtocil, ki pa so bile manj ocitne pri nizjih

odmerkih (1 do 2 pg/kg) (Pypendop in Verstegen, 1998).

Neznacilna razlika v frekvenci srca in srednjem arterijskem tlaku med skupinama LB+DEX IV
in LB+DEX IA v primerjavi z LB+DEX IO skupino je bila posledica viSje plazemske
koncentracije DEX (ve¢ kot 10-krat vi§ja Cmax po IV aplikaciji in ve¢ kot 1,5-krat vi§ja Cmax po
IA aplikaciji). Vecjo biolosko razpoloZzljivost po A aplikaciji lahko pripiSemo boljsi absorpciji
DEX po aplikaciji v dobro prekrvljeno podsluznico v blizini vhoda v mandibularni kanal.
bili ugotovljeni prej kot v skupini LB+DEX IA, kar se ujema z neznacilno kraj§im Tmax Vv
skupini LB+DEX I0. Menimo, da se je to zgodilo zaradi povec€ane sile gradienta tlaka v stenah
zil nemudoma po aplikaciji DEX v IO kanal. Zacetna nihanja v odzivu obtocil po aplikaciji
oralnih blokov lahko pri vseh psih pripiSemo nociceptivnemu drazZljaju zaradi stomatoloSkega
posega in Casa do zacetka delovanja senzornega bloka LB (po navadi manj kot 15 minut po

perinevralni aplikaciji) (Heppolette in sod., 2020).

Zacetno koncentracijo kortizola v serumu smo zaradi ¢asa, ki smo ga potrebovali za vstavitev
arterijske kanile, izmerili Sele, ko so bili psi ze vsaj 10 minut v splo$ni anesteziji z izofluranom.
Ni nujno, da se je ta vrednost razlikovala od vrednosti pred uvodom v splo$no anestezijo, saj je
mogoce, da je bila koncentracija kortizola poviSana ze takrat zaradi stresa, ki ga Zivali povzroci
okolje klinike (Fox in sod., 1998), podobno kot pri psih, pri katerih niso opazili znacilnih razlik
v koncentraciji kortizola v serumu pred uvodom v anestezijo s propofolom in po intubaciji in

vzdrzevanju anestezije z izofluranom (Romano in sod., 2019).
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Koncentracija kortizola v serumu je bila pri vseh skupinah na koncu posega neznacilno nizja v
primerjavi z vrednostmi pred aplikacijo oralnih blokov in je bolj verjetno posledica aplikacije
LB in ne DEX, saj ni bilo razlike med placebo skupino in skupinami, ki so prejele DEX. Znano
je, da medetomidin zmanjsa ali celo prepreci odziv nadledvi¢ne zleze na kirursko stimulacijo
(Benson in sod., 2000; Ko in sod., 2000). Do neznacilnih razlik med placebo in DEX skupinami
v na$i raziskavi je najverjetneje priSlo zaradi zelo nizkega odmerka DEX (0,5 pg/kg) v
primerjavi s prej omenjenima raziskavama, kjer so uporabili 7,5-krat in 20-krat ve¢je odmerke.
V raziskavi, kjer so pri psih, anesteziranih z izofluranom, uporabili bupivakain za oba IO in [A
bloka, se je koncentracija kortizola v serumu znacilno znizala v primerjavi z bazalnimi
vrednostmi (Rauser in Fichtel, 2020). Podro¢na anestezija kolena (blok femoralnega in
ishiadi¢nega zivca) z bupivakainom je preprecila povecanje kortizola pri psih, anesteziranih z
izofluranom, za razliko od tistih, ki so jim namesto podro¢ne anestezije aplicirali infuzijo

fentanila (Romano in sod., 2016).

Koncentracija glukoze v krvi se je na koncu posega neznacilno povisala pri LB+DEX IV in
placebo skupini. Pri perinevralni aplikaciji DEX pa je prislo do zavora glikemi¢nega odziva,
saj se koncentracija glukoze pri LB+DEX IO skupini ni poviSala, pri LB+DEX IA skupini pa
se je celo znacilno znizala. Menimo, da je bil DEX vzrok za zavor glikemi¢nega odziva, saj je
bila koncentracija glukoze na koncu posega najvisja v placebo skupini, ki ni prejela DEX. Zavor
glikemi¢nega odziva pri LB+DEX IV skupini je bil verjetno kratkotrajen zaradi znacilno
krajSega t12 pri tej skupini v primerjavi z LB+DEX 10 in LB+DEX IA skupinama (Pavlica in
sod., 2022). Morda je tudi boljSa bioloska razpolozljivost DEX v skupini LB+DEX A v
primerjavi s skupino LB+DEX 10 (Pavlica in sod., 2022) pripomogla k zavoru glikemi¢nega

odziva z znacilno niZjo koncentracijo glukoze na koncu posega.

Ocenjena sedacija je bila v primerjavi z bazalnimi vrednostmi pri vseh skupinah znacilno visja
do dve uri po koncu anestezije. Do konca ocenjevalnega obdobja je bila znacilno visja le pri
LB+DEX IV in placebo skupini. Dalj ¢asa trajajoce sedacije pri psih, ki so prejeli DEX IV, ne
moremo pripisati vplivu anestetikov, saj je bil ¢as anestezije znacilno krajsi pri tej skupini kot
pri LB+DEX IO skupini, pri kateri je bila ocena sedacije znacilno vi§ja le do dve uri po koncu
anestezije. Predvidevamo, da bi lahko bil vzrok napacna interpretacija vedenja, s katerim psi
izrazajo bolecino, in je bila zato sedacija ocenjena visje pri LB+DEX IV in placebo skupini,
zival pa je bila v resnici bolj mirna zaradi bolecine (Seliskar in sod., 2005). Znacilno krajsi ti
DEX pri psih, ki so prejeli zdravilo IV v primerjavi s perinevralno aplikacijo (IO in [A) (Pavlica

in sod., 2022), pa je pripomogel h krajSemu analgeticnemu ucinku in bi lahko bil vzrok za
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znacilno vi§jo oceno sedacije do konca ocenjevalnega obdobja pri LB+DEX IV skupini.
Odmerek DEX v nasi raziskavi je bil 20-krat nizji od odmerka, ki so ga uporabili Kuusela in
sod. (2000), kjer so maksimalni analgeti¢ni u€inek ugotovili 10 do 20 minut po IV aplikaciji,

trajal pa je do dve uri po IV aplikaciji.

Pri nobeni skupini psov nismo v primerjavi z bazalnimi vrednostmi opazili znacilnih sprememb
v oceni obnaSanja do konca ocenjevalnega obdobja. Razlog je najverjetneje podro¢na anestezija
z LB, saj ni bilo razlike med psi, ki so prejeli DEX (IV ali perinevralno) in placebo skupino.
Med anestezijo pri nobenem psu ni bilo potrebe po dodatni analgeziji, kar kaze na to, da smo s
podroc¢no anestezijo ustrezno omrtvicili ustno votlino in preprecili nocicepcijo ter hiperalgezijo
v pooperacijskem obdobju. Nase izsledke potrjujejo rezultati raziskave, kjer so ugotovili
znacilno vi§jo oceno obnasanja po operaciji kolena pri psih, ki so jim med posegom injicirali
fentanil v obliki konstantne infuzije v primerjavi s psi, pri katerih so dosegli omrtvicenje
operacijskega polja s podro¢nim blokom ali epiduralno anestezijo z bupivakainom (Romano in

sod., 2016).

Stopnjo bolec¢ine v ustni votlini je 14 dni po posegu znacilno nizje kot pred posegom ocenil le
stomatolog. V skupno oceno boleCine so bila vkljuéena tudi opazanja, ki zahtevajo
specialisti¢no stomatolosko znanje, kot so atrofija/oteklina zvekalnih miSic, zabarvanost zob,
hipokalcifikacija ali hipoplazija sklenine, hiperplazija dlesni ali prisotnost tumorjev in drenazni
trakti na dlesnih ali sluznici ustne votline, ki jih specialist stomatologije prej prepozna v
primerjavi z anestezistom ali lastnikom. Za razliko od naSe raziskave pa DeRose in Hale (2022)
porocata, da so lastniki psov v 92,7 % porocali o izboljSanju kvalitete Zivljenja po ekstrakciji
zob celotne ustne votline. Menimo, da je razlog v tem, da smo v naso raziskavo vkljucili
predvsem mlajSe pse vecjih pasem (starost 59 + 43 mesecev in teza 25,2 + 9,8 kg), pri katerih
multiple ekstrakcije zob niso tako pogoste v primerjavi z manjSimi pasmami (Wallis in

Holcombe, 2020), posegi pa so bili manj invazivni kot v raziskavi DeRose in Hale (2022).

Glavna omejitev prvega dela raziskave je bil nestandardiziran stomatoloski poseg, ki je trajal
razli¢no dolgo. Kljub temu, da so bili vsi vzorci krvi odvzeti do 120 minut po IV aplikaciji DEX
ali placeba, smo v statisti¢no analizo odziva obtocil na DEX vkljucili le podatke, ki smo jih
pridobili do 30 minut po aplikaciji. Glede na izracun moci Studije je bilo potrebno vkljuciti v
vsako skupino najmanj pet psov, kar smo lahko zagotovili le prvih 30 minut po aplikaciji DEX.
Pri nekaterih psih je bil stomatoloski poseg sorazmerno kratek in anestezije ne bi bilo eticno
podaljSevati zgolj zaradi potreb raziskave. Kljub temu smo vzor€ili kri pri vseh psih do 120

minut po IV aplikaciji, vendar smo pri nekaterih psih zadnje vzorce krvi odvzeli Ze po tem, ko
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so se prebudili iz anestezije, kar bi lahko vplivalo na farmakokinetiko DEX v primerjavi z
anesteziranimi zivalmi. Zaradi razlicno dolge anestezije drugi vzorec krvi za dolocCanje
koncentracije kortizola in glukoze ni bili odvzet vedno v enakem ¢asovnem razponu glede na
prvi odvzem. Skupna koli¢ina odvzete krvi je bila 60 mL, zato v raziskavo nismo vkljucili psov,
ki so tehtali manj kot 10 kg. Kljub temu, da je bila raziskava dvojno slepa, bi bilo smiselno
zaradi vecje objektivnosti vkljuciti Se tretjega ocenjevalca, ki bi ocenil stopnjo sedacije in
obnasanje pred in po posegu.

V drugem delu raziskave smo preucevali farmakokinetiko LB po aplikaciji na en kvadrant ali
na vse Stiri kvadrante ustne votline ter ali se pri slednji odmerek pribliza vrednostim, ki bi lahko

izzvale nezelene udinke.

Kumulativni odmerek in plazemska koncentracija LB, pri kateri pride do nevrotoksi¢nosti in
kardiotoksi¢nosti pri podganah, ovcah in psih, sta znana (Ohmura in sod., 2001; Chang in sod.,
2000; Groban in sod., 2001). Povprecna skupna in prosta plazemska koncentracija pri psih, ki
so jim aplicirali LB IV, sta bili pri zastoju srca 22700 ng/mL in 9400 ng/mL, povprecni
kumulativni odmerek pri srénem zastoju pri anesteziranih psih pa je bil 27,3 + 2,0 mg/kg
(Groban in sod., 2001). Najvisja plazemska koncentracija LB pri psih, ki smo jim aplicirali LB
na vse Stiri kvadrante ustne votline, je bila 1213 + 69,8 ng/mL, kar je priblizno 19-krat manj v
primerjavi s koncentracijo, ki je pri anesteziranih psith povzrocila sréni zastoj po IV aplikaciji
(Groban in sod., 2001). To potrjuje, da je verjetnost za resnejSe nezelene ucinke perinevralne

aplikacije LB v kumulativnem odmerku do 2 mg/kg izredno majhna.

Znacilna razlika Cmax in AUC (0120 miny LB je bila pri primerjavi aplikacije na enega ali na vse
Stiri kvadrante ustne votline priCakovana, vendar vrednosti niso bile neposredno odvisne od
odmerka. To povezujemo z drugacno potjo aplikacije in s tem povezanimi razlikami v
prekrvljenosti tkiva in absorpciji v 10 kanalu in podsluznici v blizini A zivca. Tudi vazoaktivne
lastnosti LB lahko privedejo do razlike v absorpciji, saj ta povzro¢i vazodilatacijo pri visjih

koncentracijah in vazokonstrikcijo pri nizjih koncentracijah (Newton in sod., 2005).

Pri aplikaciji LB v 10 kanal Tmax ni bil znacilno krajsi v primerjavi z aplikacijo v podsluznico
v blizini vhoda v mandibularni kanal. Vrednosti koncentracije LB pri aplikaciji v IO kanal so
bile porazdeljene nenormalno, medtem ko so bile vrednosti pri aplikaciji IA bloka porazdeljene
normalno, kar je otezilo primerjavo med skupinama. Menimo, da so interindividualne razlike v
Sirini IO kanala in pritiska v njem po aplikaciji LB privedle do nenormalne porazdelitve

podatkov pri IO aplikaciji.
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Psi v nasi raziskavi so bili anestezirani z izofluranom, kar bi lahko vplivalo na farmakokinetiko
LB v primerjavi z neanesteziranimi zivalmi. Tako so pri ovcah, ki so bile anestezirane s
halotanom in so jim aplicirali 125 mg LB IV v treh minutah, izmerili dvakrat visjo koncentracijo
LB v krvi v primerjavi z neanesteziranimi ovcami. Tudi Tmax je bil daljsi pri anesteziranih ovcah
(Copeland in sod., 2008). Podobno so pri mackah, ki so bile anestezirane z izofluranom, po IV
odmerku lidokaina 2 mg/kg ugotovili dvakrat vi§jo plazemsko koncentracijo lidokaina kot pri

neanesteziranih zivalih (Thomasy in sod., 2005).

Tudi v drugem delu raziskave je bila glavna omejitev nestandardiziran stomatoloski poseg, saj
se je pri nekaterih psih koncal, Se preden smo odvzeli zadnji vzorec krvi. V tem primeru smo
vzorec krvi odvzeli pri zavestnih zivalih, kar bi lahko vplivalo na farmakokinetiko LB v
primerjavi z anesteziranimi zivalmi. Skupna koli¢ina krvi, ki smo jo odvzeli za potrebe

raziskave, je bila 60 mL, zato v raziskavo nismo vkljucili psov, ki so tehtali manj kot 10 kg.
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6 SKLEPI

1. Hipoteza, da bo aplikacija DEX v IO kanal privedla do hitrejSe in vecje sistemske
absorpcije v primerjavi z aplikacijo DEX v podsluznico v blizini vhoda v mandibularni
kanal ni bila potrjena, saj nismo ugotovili znacilnih razlik v Ciax in Tmax med skupinama
LB+DEX IO in LB+DEX IA.

2. Prav tako smo ovrgli hipotezo, da se bo arterijski tlak bolj in prej zvecal, frekvenca srca
pa bolj in prej zmanjsala pri aplikaciji DEX v IO kanal v primerjavi z aplikacijo DEX v
podsluznico v blizini vhoda v mandibularni kanal, saj med skupinama LB+DEX 10 in
LB+DEX IA nismo ugotovili znacilnih razlik v srednjem arterijskem tlaku in frekvenci
srca.

3. Podobno kot DEX, tudi aplikacija LB v 10 kanal ni privedla do hitrejSe in vecje
sistemske absorpcije v primerjavi z aplikacijo v podsluznico v blizini vhoda v
mandibularni kanal. Tako hipoteze nismo potrdili, saj ni bilo znacilne razlike v Cpax in
Tmax med skupinama LB-IO in LB-IA.

4. Hipoteza, da bo DEX kot adjuvantni analgetik omejil odgovor organizma na stres zaradi
anestezije in stomatoloskega posega, ko ga apliciramo perinevralno ali IV, ni bila
potrjena. Najverjetneje je razlog zelo majhen odmerek DEX.

5. Potrdili pa smo hipotezo, da podro¢na anestezija pripomore k hitrejSemu okrevanju in
izboljSanju kvalitete Zivljenja po stomatoloskemu posegu, vendar le, kadar je to

ocenjeval stomatolog.

Z rezultati raziskave smo ne glede na zgoraj zapisane zakljucke ugotovili, da je perinevralna
aplikacija DEX primernejSa od IV aplikacije zaradi manjSega vpliva na obtocila. Prav tako smo
ugotovili, da je po perinevralni aplikaciji LB na vse Stiri kvadrante ustne votline pri psih, v
odmerkih, uporabljenih v tej raziskavi, majhna verjetnost za nezelene uc¢inke LB, saj je bil Crmax
v skupini LB-VSI priblizno 20-krat nizji od plazemske koncentracije, pri kateri se izrazi

kardiotoksi¢nost.

Izsledki naSe raziskave bodo pripomogli k izboljSanju varnosti podro¢ne anestezije ustne
votline psov in s tem kvalitetnejSe med- in pooperacijske obravnave psov z boleznimi zob in

obzobnih tkiv.
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7 POVZETEK

Multimodalni pristop k preprecevanju bolecine vkljucuje uporabo razli¢nih vrst analgetikov
pred, med in po kirurSkem posegu. Podrocna anestezija je metoda, pri kateri s perinevralno
aplikacijo lokalnih anestetikov (LA) blokiramo prenos bolefine v osrednje Zzivcevje. Pri
stomatoloskih posegih pri psih se za omrtvicenje ustne votline najpogosteje uporabljata
infraorbitalni in inferiorni alveolarni blok. Z aplikacijo LA v infraorbitalni kanal zagotovimo
podro¢no anestezijo ipsilateralne strani zgornje Celjusti. Z aplikacijo LA v podsluznico ob vhodu
v mandibularni kanal, kjer inferiorni alveolarni zivec vstopa v spodnjo ¢eljust, pa zagotovimo
podrocno anestezijo ipsilateralne strani spodnje Celjusti. Od LA se vedno pogosteje uporablja
levobupivakain (LB), ki u¢inkuje podobno kot bupivakain, vendar je manj kardiotoksicen. Za
podaljSanje Casa delovanja senzornega bloka se LA lahko kombinira z agonisti adrenergi¢nih
receptorjev o2, kot je deksmedetomidin (DEX). Deksmedetomidin je desnosuc¢na izomera
medetomidina. Pri psih so neZeleni uc¢inki DEX odvisni od odmerka, najpogostejSa pa sta

hipertenzija in bradikardija.

Primarni namen raziskave je bil pridobiti vpogled v farmakokinetiko LB in DEX ter sréno-zilni
odgovor obtocil na perinevralno aplikacijo (IO in IA blok) obeh uc¢inkovin. Sekundarni namen
raziskave je bil ugotoviti, ali DEX kot adjuvantni analgetik omeji odgovor organizma na stres in

ali se odgovor organizma razlikuje glede na mesto aplikacije (perinevralna ali IV).

V prvi del raziskave je bilo vkljucenih 40 psov, ki so bili naklju¢no razdeljeni v Stiri skupine.
Vsem psom smo aplicirali LB na §tiri mesta (levi in desni IO blok, levi in desni A blok).
Skupini LB+DEX IO smo aplicirali DEX v 10 blok ter placebo 1V, skupini LB+DEX IA pa
smo aplicirali DEX v IA blok ter placebo IV. Skupini LB+DEX IV smo 1V aplicirali DEX,
skupini LB+PLC IV pa placebo. Uporabili smo 0,5 % LB (0,18 mL/kg®? za 1A blok in 0,11
mL/kg?? za 10 blok), odmerek DEX pa je bil 0,5 pg/kg. Studija je bila dvojno slepa.

V drugi del raziskave smo poleg 10 psov iz prvega dela raziskave (LB+PLC 1V), ki smo jim
aplicirali LB na vse stiri bloke (LB VSI), vkljucili Se 20 psov, pri katerih smo LB aplicirali le
na eno mesto, odvisno od klini¢ne indikacije (10 psov IO blok (LB 10), 10 psov IA blok (LB
[A)). Odmerek LB je bil enak kot v prvem delu raziskave.

Psom smo v splo$ni anesteziji vstavili arterijsko kanilo za merjenje direktnega arterijskega tlaka
in za odvzeme vzorcev krvi za analize. Vrednosti sréno-Zilnih parametrov smo pri vsaki meritvi

odcitali trikrat v 15 sekundah. Najprej smo odcitali bazalne vrednosti (Casovna tocka 0). Nato
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smo aplicirali oralne bloke (IO z intraoralno in IA z ekstraoralno tehniko) in takoj po aplikaciji
zadnjega bloka v dveh minutah IV aplicirali Se DEX ali placebo. Parametre smo prvih 12 minut
od zacetka IV aplikacije od¢itali enkrat na minuto, nato pa na pet minut do konca posega. Za
dolocanje koncentracije LB in DEX v krvni plazmi smo odvzeli 4 mL krvi pred in po aplikaciji
DEX in LB ter v razli¢nih ¢asovnih to¢kah po IV aplikaciji. Vzorce smo analizirali z LC-
MS/MS. S programom GraphPad Prism smo izracunali osnovne farmakokineti¢éne parametre.
Za dolocanje koncentracije kortizola in glukoze v krvnem serumu smo odvzeli kri ob ¢asovni
tocki 0 in na koncu posega. Koncentracijo kortizola smo dolocili z ELFA tehniko z
imunoloskim analizatorjem, koncentracijo glukoze pa s plinskim analizatorjem krvi. Stopnjo
sedacije smo ocenjevali pred posegom in nato vsako uro do 6 ur po koncu posega, obnasanje
pa pred posegom, po ekstubaciji in nato vsako uro do 6 ur po koncu posega. Prav tako smo
ocenjevali Se stopnjo ustne bole€ine in kvaliteto zivljenja pred posegom in 14 dni po posegu.

Obakrat so stanje ocenili lastnik zivali, anestezist in stomatolog.

Ugotovili smo, da lokacija perinevralne aplikacije (IO ali IA) DEX ne vpliva na hitrost in
koncentraciji (Cmax), €asu do najvisje plazemske koncentracije (Tmax) in povrSini pod krivuljo
(AUC) med skupinama LB+DEX 10 in LB+DEX IA. Prav tako lokacija perinevralne aplikacije
DEX ne vpliva na odziv obtocil, saj nismo ugotovili znadilnih razlik v frekvenci srca in
srednjem arterijskem tlaku med skupinama LB+DEX 10 in LB+DEX IA. Ugotovili smo, da
DEX ne omeji perioperacijskega stresnega odgovora, saj se koncentracija kortizola na koncu
posega ni znacilno razlikovala od bazalnih vrednosti pri nobeni skupini, glikemi¢ni zavor in s
tem nizje vrednosti koncentracije glukoze na koncu posega pa smo ugotovili le pri LB+DEX
IA skupini. Predvidevamo, da je bil razlog premajhen odmerek DEX. Kvaliteto zivljenja po
stomatoloSkem posegu je ocenil kot boljSo le stomatolog, ki je za razliko od anestezista in

lastnika psa bolec¢ino po posegu ocenil z znacilno niZjo oceno kot pred posegom.

Znacilna razlika v Cmax in AUC LB je bila pricakovana pri primerjavi aplikacije na enega (LB
IO in LB IA) ali na vse $tiri kvadrante ustne votline (LB VSI). Ugotovili smo, da lokacija
perinevralne aplikacije (IO ali IA) LB ne vpliva na hitrost in koli¢ino sistemske absorpcije LB,
saj nismo ugotovili znacilnih razlik v Cmax, Tmax in AUC med skupinama LB 10 in LB IA.
Ugotovili smo tudi, da je perinevralna aplikacija LB za omrtvic¢enje vseh Stirih kvadrantov ustne

votline v odmerkih, uporabljenih v tej raziskavi, varna.
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8§ SUMMARY

The multimodal approach to pain prevention includes the use of different types of analgesics
before, during, and after surgery. Regional anaesthesia is a method in which perineural
administration of local anaesthetics (LA) causes blockade of pain transmission to the central
nervous system. The most commonly used blocks to desensitize the oral cavity of dogs
undergoing dental procedures are infraorbital and inferior alveolar blocks. Perineural
administration of LA into the infraorbital canal results in desensitization of the ipsilateral side
of the maxilla. Perineural administration of LA into the submucosa at the opening of the
mandibular foramen where the inferior alveolar nerve enters the mandibular canal desensitizes
the ipsilateral side of the mandible. One of the most commonly used LA is levobupivacaine
(LB), which has a similar effect to racemic bupivacaine but is less cardiotoxic. Alpha-2-
adrenoreceptor agonists such as dexmedetomidine (DEX) can be added to LA to prolong the
effects of regional blocks. Dexmedetomidine is a d-isomer of the racemic mixture
medetomidine. In dogs, its adverse effects are dose-dependent and mainly haemodynamic and

include hypertension and bradycardia.

The primary aim of this study was to investigate the pharmacokinetics and cardiopulmonary
effects of LB and DEX after perineural administration (IO and IA blocks ) of the two drugs.
The secondary aim of the study was to investigate whether DEX as an adjunctive analgesic
limits the perioperative stress response and whether the stress response differs depending on

the site of administration of DEX (perineural or IV).

Forty dogs, randomly assigned to four groups, were included in the first part of the study. All
dogs received LB, to desensitize all four quadrants (left and right IO1 block, left and right IA).
The group LB+DEX IO received DEX in IO block and placebo IV, the group LB+DEX 1A
received DEX in A block and placebo IV. Group LB+DEX IV received DEX IV and LB+PLC
IV received placebo IV. Levobupivacaine 0.5% was used (0.18 mL/kg?? for IA block and 0.11
mL/kg?? for 10 block), and the dose of DEX was always 0.5 pg/kg. The study was double-
blind.

In addition to the 10 dogs from the first part (group LB +PLC IV) that received LB to all four
quadrants (LB VSI), we included another 20 dogs that received LB to only one quadrant, as
clinically indicated (10 dogs IO block (LB IO), 10 dogs IA block (LB IA)). The dose of LB

was the same as in the first part of the study.
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The arterial catheter was placed under general anaesthesia for direct arterial pressure
measurement and blood sampling. Cardiovascular parameters were recorded three times within
15 seconds. First, basal values were recorded (time 0). Oral blocks were performed (IO intraoral
and IA extraoral technique), and then either DEX or placebo was administered over two minutes
IV. The above parameters were recorded every minute for the first 12 minutes after the start of
IV administration, then every 5 minutes until the end of the procedure. Four millilitres of blood
were collected before and immediately after administration of the oral blocks and at various
time points after IV administration to determine the concentration of LB and DEX in plasma.
Samples were analysed using LC-MS/MS. Standard pharmacokinetic parameters were
calculated using GraphPad Prism. Blood samples were collected at time 0 and at the end of the
procedure to determine serum cortisol and blood glucose levels. Cortisol concentration was
measured with an automated enzyme-linked fluorescent assay (ELFA) analyzer, and glucose
was determined with a blood gas analyzer. The level of sedation was measured hourly before
the procedure and hourly for six hours after the termination of anaesthesia. Behavioural score
was determined before the procedure, after extubation, and hourly for six hours after the
termination of anaesthesia. The level of oral pain and quality of life were assessed before the
procedure and 14 days after the procedure. The assessment was performed both times by the

owner, the anaesthesiologist, and the stomatologist.

The site of perineural administration (IO or [A) of DEX did not affect the rate and volume of
systemic absorption of DEX, as no significant differences in maximum plasma concentration
(Cmax), time to maximum plasma concentration (Tmax), and area under the curve (AUC) were
observed between the LB +DEX 10 and LB +DEX IA groups. The site of perineural
administration also did not affect the changes in cardiovascular parameters, as no significant
differences in heart rate and mean arterial blood pressure were observed between the LB +DEX
10 and LB +DEX IA groups. Dexemedetomidine also did not limit the perioperative stress
response because the cortisol concentration at the end of the procedure was not significantly
different from basal values in any group, and the suppression of the glycemic response and thus
the lower glucose concentration at the end of the procedure was noted only in the LB + DEX
IA group. The possible reason for this was the very low dose of DEX. Only the stomatologist,
but not the owner and the anaesthesiologist, assessed the quality of life as better, as only the
stomatologist's assessment after the procedure was significantly lower than the assessment

before the procedure.
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There was an expected significant difference in Cmax and AUC of LB between the LB 10 and
LB IA groups and the LB VSI group. The site of perineural administration (IO or IA) of LB did
not affect the rate and volume of systemic absorption of DEX, as no significant differences in
Cmax, Tmax, and AUC were observed between the LB IO and LB IA groups. This study
confirmed that the perineural use of LB to desensitize all four quadrants of the oral cavity is

safe at the doses used in this study.
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11 PRILOGE

11.1 Priloga 1: Validirana numeric¢na lestvica za ocenjevanje sedacije

Lestvica za ocenjevanje sedacije Zivali
(povzeto po Grint in sod., Journal of Small Animal Practice, 2009* in Wagner in sod., BMC Veterinary Research,
2017)

1. Spontana drza
e stoji=0
e 7zival je utrujena, vendar stoji = 1
e lezi, vendar lahko vstane = 2
e leziin s tezavo vstane = 3
e ne more vstati =4
2. Palpebralni refleks
e hiter=0
e pocasen, veka prekrije celotno roZzenico = 1
e pocasen, veka prekrije le del rozenice = 2
e odsoten=3
3. Polozaj oCesa
e centralno=0
e zasukano naprej/navzdol, vendar ni pokrito s tretjo veko = 1
e zasukano naprej/navzdol in pokrito s tretjo veko =2
4. Sproscenost Celjusti in jezika
e normalen tonus miSic ¢eljusti, mocan refleks poziranja = 0
e zmanjSan tonus, zmeren refleks poziranja = 1
e zelo zmanjsan tonus, slaboten refleks poziranja = 2
e izguba tonusa miSic Celjusti, refleks poziranja je odsoten = 3
5. Odziv na hrup (s pomocjo klikerja, 150 cm stran od glave Zivali)
e 7zival se normalno odzove na hrup/se prestrasi (obrne glavo proti izvoru hrupa/se zdrzne/se prihuli) = 0
e 0dziv na hrup je zmanjS$an (minimalno obrne glavo proti izvoru hrupa/se manj izrazito zdrzne/prihuli) =
1
e  zival se minimalno odzove na hrup =2
e  7zival se ne odzove na hrup =3
6. Odpor zZivali pri polaganju na bok
e  7zival se zelo upira, ne dovoli poleganja na bok =0
e  7zival se upira, vendar dovoli poleganje na bok = 1
e  zival se minimalno upira pri poleganju na bok =2
e se sploh ne upira =2
7. Splo$no stanje/drza Zivali
vznemirjena = 0
budna in normalna = 1
mirna = 2
neodzivna =3

*= povzeto po Young in sod., Journal of Small Animal Practice, 1990 in Kuusela in sod., Journal of Veterinary
Pharmacology and Therapeutics, 2000)
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Druga stran lestvice za ocenjevanje sedacije zivali

PROSTOR ZA NALEPKO

Konec posega (¢as):

90

Pred

posegom

1 ura po
posegu

2 uri po
posegu

3 ure po
posegu

4 ure po
posegu

5 ur po
posegu

6 ur po
posegu

Spontana
drza

Palpebralni
refleks

Polozaj
ocesa

Sproséenost
celj. in jez.

Odziv na
hrup

Odpor pri
polaganju
na bok

Splosno
stanje/drza
Zivali

Skupayj

Stopnja sedacije: 0—3 = ni sedacije/blaga sedacija

4—-12 = zmerna sedacija

13-21 = mocna sedacija
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11.2 Priloga 2: Validirana numeric¢na lestvica za ocenjevanje obnasanja

Lestvica predanestezijskega in pooperacijskega obnasanja
(Povzeto po Becker in sod., Veterinary Surgery, 2013)

Predanestezijska lestvica

1. Pes je miren in pozoren (ne sope/hodi nervozno po ambulanti ali kletki*/laja) = 1

2. Zmerno se vznemiri, ko se mu kdo pribliza (laja/nervozno hodi po ambulanti ali
kletki/vlece, ko je na povodcu, vendar se ga lahko kontrolira) = 2

3. Vznemirjen ali zivahen (skace/laja/nervozno hodi po ambulanti ali kletki/sope/se
oblizuje), med klinicnim pregledom se umiri = 3

4. Cvili, skusa pobegniti iz ambulante ali kletke, je agresiven, osebje ga ne more pomiriti,
klini¢ni pregled ni mozen = 4

Pooperacijska lestvica

—_

Pes je tiho ali mirno dvigne glavo, ni vznemirjen = 1

2. Pes obcasno sope ali cvili ali nezno vesla s sprednjimi nogami takoj po ekstubaciji,
vendar se nato umiri = 2

Pes obc¢asno sope/cvili/joka =3

4. Pes je vznemirjen, poskusa ugrizniti, se nekoordinirano mece po kletki, je neodziven na
osebje =4

[98)

* = obnaSanje Zivali ocenjujemo Vv pristnosti lastnika (ambulanta) in brez prisotnosti lastnika
(kletka)
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Druga stran lestvice predanestezijskega in pooperacijskega obnasanja

PROSTOR ZA NALEPKO

Konec posega (¢as):

Po 1 ura po|2 uri po|3 ure po|4 ure po|5 ur po| 6 ur po
ekstubaciji | posegu posegu posegu posegu posegu posegu
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11.3 Priloga 3: Validirana sestavljena numeri¢na lestvica za ocenjevanje boleCine (za
lastnika)

Sestavljena lestvica za ocenjevanje ustne bole€ine pri psih in mackah
(Povzeto po Della Rocca in sod., Front Vet Sci., 2019)

VpraSalnik za skrbnika

Prvi pregled Kontrolni pregled

Kaksno vrsto hrane je vasa Zival?
Suho
Mokro
Mesano

V1. Primerjajte, kako vasa Zival je zdaj in kako je jedla v preteklosti:

0 Je normalno.

1 Je pocasneje.

2 Je man;.

3 Se obnasa nenavadno (npr. se obraca stran od hrane, renc¢i na hrano, hrana ji pade iz ustne votline ob grizenju).
4 Sploh ne je.

V2. Ali ste opazili kak$no spremembo prehranjevalnih navad glede na preteklost?

0 Ni spremembe.

1 Pokaze interes za hrano, vendar po nekaj grizljajih odide stran od hrane.
2 KaZe manj$e zanimanje za hrano.

3 Hrana je ne zanima.

V3. Ali ste opazili kakSno spremembo v socialnih stikih/pripravljenosti za igro z ljudmi in Zivalmi glede na preteklost?

0 Ni spremembe.

1 Je manj aktivna kot obicajno, $e vedno kaze interes za igro.

2 Je potrta, kaze manjsi interes za interakcijo/igro.

3 Je nervozna, tesnobna, v¢asih je agresivna do ljudi ali zivali.

4 Noce se ve¢ igrati/komunicirati z ljudmi in zivalmi, se skriva ali lezi na svojem lezis¢u/v svojem boksu.

V4. Ali ste opazili kak§no spremembo pri vzdrZevanju osebne higiene vaSe Zivali glede na preteklost (nega/lizanje koZuha)?

0 Ni spremembe.
1 Porabi manj ¢asa za osebno higieno.
2 Se sploh ne Cisti (je umazana, kozuh je razmrSen).

V5. Ali ste opazili kak$no spremembo fizi¢ne aktivnosti vaSe Zivali (pri teku, hoji, ipd.) glede na preteklost?

0 Ni spremembe.
1 Fizi¢na aktivnost je zmanjSana.
2 Popolnoma odklanja fizi¢no aktivnost.

V6. Ali ste opazili eno ali ve¢ naslednjih sprememb v obnasanju?
Stokanje/jeCanje.
Povecana agresivnost in/ali nervoznost.
I1zogiba se dotikanju okoli nosu/ustne votline.
Kaze manj zanimanja za igro, ki vkljucuje uporabo ustne votline (nosenje lesenih palic, igrac, ipd.).
Pogosteje se praska okoli ustne votline.

Se bolj slini in/ali pogosteje pozira.
Ima slab zadah iz ustne votline.
Skrta z zobmi.

1

1

1

1

1

1 Tezko zeha in/ali odpira ustno votlino.

1

1

1

1 Zvedi, kljub temu, da nima hrane v ustni votlini.
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11.4 Priloga 4: Validirana sestavljena numeri¢na lestvica za ocenjevanje boleCine (za
veterinarja)

Sestavljena lestvica za ocenjevanje ustne boleine pri psih in mackah
(Povzeto po Della Rocca in sod., Front Vet Sci., 2019)

VpraSalnik za veterinarja

Prvi pregled

V1. Zival je:

0 Zivahna, vesela.

1 Tiha.

2 Se ne zanima za okolico.

3 Nervozna, tesnobna, prestrasena.
4 Potrta, neodzivna na draZljaje.

V2. Pri manipulaciji ustne votline je Zival:

0 Mirna, sproscena.

1 Pogleduje naokoli.

2 Skusa se izogniti manipulaciji.

3 Se pritozuje.

4 Renci/piha in/ali poskusa ugrizniti/opraskati.

V3. Ali ste med klini¢nim pregledom opazili kaj od nastetega?

Povecano slinjenje (ptializem).

Nosni izcedek.

Odpor pri odpiranju ustne votline/otezeno odpiranje ustne votline.
Pokanje ob manipulaciji Celjustnega sklepa.

Atrofijo Zvekalnih miSic.

Oteklino zvekalnih misSic.

Oteklino ali asimetrijo ustne votline.

Povecano obcutljivost in/ali upiranje ob pritisku na oko.

V4. Ali ste med klini¢nim pregledom ustne votline opazili kaj od nastetega?
Zastajanje hrane v ustni votlini.

Slab zadah (halitoza).

Spontano/izzvano krvavenje dlesni.

Zlome zob.
Nepravilnosti na zobeh.

Zabarvanost zob.

Majavost zob.

Hipokalcifikacijo ali hipoplazijo sklenine.

Hiperplazijo dlesni ali prisotnost tumorjev.

Ulcerativne lezije sluznice ustne votline/jezika/neba/dlesni.
Oronazalne fistule.

m = = e e e e e e em =

Drenazne trakte na dlesnih ali sluznici ustne votline.
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Sestavljena lestvica za ocenjevanje ustne bole¢ine pri psih in mac¢kah
(Povzeto po Della Rocca et al., Front Vet Sci., 2019)

VpraSalnik za veterinarja

Kontrolni pregled

V1. Zival je:

0 Zivahna, vesela.

1 Tiha.

2 Se ne zanima za okolico.

3 Nervozna, tesnobna, prestrasena.
4 Potrta, neodzivna na drazljaje.

V2. Pri manipulaciji ustne votline je Zival:

0 Mirna, spro$c¢ena.

1 Pogleduje naokoli.

2 Skusa se izogniti manipulaciji.

3 Se pritozuje.

4 Renci/piha in/ali poskusa ugrizniti/opraskati.

V3. Ali ste med klini¢nim pregledom opazili kaj od nastetega?

Povecano slinjenje (ptializem).

Nosni izcedek.

Odpor pri odpiranju ustne votline/otezeno odpiranje ustne votline.
Pokanje ob manipulaciji ¢eljustnega sklepa.

Atrofijo zvekalnih misic.

Oteklino zvekalnih misic.

Oteklino ali asimetrijo ustne votline.

— = e e e = =

Povecano obcutljivost in/ali upiranje ob pritisku na oko.

V4. Ali ste med klini¢nim pregledom ustne votline opazili kaj od nastetega?
Zastajanje hrane v ustni votlini.

Slab zadah (halitoza).

Spontano/izzvano krvavenje dlesni.

Zlome zob.
Nepravilnosti na zobeh.

Zabarvanost zob.

Majavost zob.

Hipokalcifikacijo ali hipoplazijo sklenine.

Hiperplazijo dlesni ali prisotnost tumorjev.

Ulcerativne lezije sluznice ustne votline/jezika/neba/dlesni.

Oronazalne fistule.

— = = R e e e e e e e

Drenazne trakte na dlesnih ali sluznici ustne votline.




