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Summary

Methadone is frequently used as an analgesic drug for dogs although there
are very few studies describing the pharmacokinetics of methadone in this
species. In man methadone has a long half-life and there are considerable
differences in pharmacokinetics between individuals. The dose interval is
lengthened when the drug is used fore longer periods of time due to
prolonged half-life. Therefore the drug dose must be adjusted individually.
The purpose of this study was to study the fundamental pharmacokinetics of
methadone in dogs, and to find an optimal drug dosage. We also measured
parameters that are used in pain evaluation because it would be valuable in
evaluating the clinical effects of methadone. These parameters were blood
plasma concentrations of the hormones vasopressin and cortisol and
behavioral studies. Ten clinically healthy Beagles and Beagle crosses were
used. Five were males and five females. The design was a crossover study.
Five dogs got 0.4 mg/kg of methadone IV and five got 0.4 mg/kg SC after
which a three week washout period followed. Due to a misunderstanding,
only four dogs then got the drug IV while six dogs got the same dose SC.

Plasma concentrations of methadone were analyzed and after IV
administration half-life was 3,9 h £ 1,0 h (average = SD). The half-life after
SC administration was longer and varied more, it was 10,7 h + 4,3 h.
(average +SD). The behavioral study started 40 min after drug
administration. The behavior of each dog was also studied on a control day
when the dog did not receive methadone. The behavioral study showed that
the dogs lied down more after the methadone injection. The dogs whined
four and a half times more after methadone injection than during control
days. The dogs showed less of the behaviors muscle tremor, snout licking
and swallowing. This latter change of behavior was related to lower blood
plasma cortisol concentrations after SC administration at 30 min and at 3,6
and 30 hours compared to before methadone injection. In contrast, the
cortisol levels were elevated after IV injection at 1 h presumably as a result
of drug induced systemic release. However, the changes in behavior were
similar after IV and after SC administration. A drug induced rise of the
vasopressin levels were recorded at 30 min after IV injection, which is in
agreement with a previous study of methadone in dogs. In conclusion, SC
administration is to prefer before 1V, because of the longer half life that
enables longer dose intervals. However, large individual differences in
pharmacokinetics were observed after SC administration, which complicates
the use of the drug. Methadone has got a sedating effect, reduces stress and
dose not induce sickness. We also conclude that plasma concentrations of
cortisol and vasopressin increased in relation to the concentration of
methadone and are therefore not useful parameters in evaluating pain when
methadone has been given. In addition, whining is not a reliable parameter
in pain evaluation, because of its increase after methadone administration.



Sammanfattning

Metadon anviands inom djursjukvarden som smadrtstillande medel till hund
trots att det finns mycket fi studier som beskriver dess farmakokinetik hos
detta djurslag. Hos ménniska har metadon ldng halveringstid och det finns
stora individuella variationer i1 de farmakokinetiska parametrarna. Darfor
rekommenderas individanpassad dosering, samt ett utdkat dosintervall vid
upprepad administrering, pga av forlangd halveringstid. Syftet med denna
studie var att géra en grundldggande farmakokinetisk studie pa metadon till
hund, for att pa sikt komma fram till forbattrade doseringsforslag. Vi matte
ocksa parametrar som kan vara av intresse for utvirdering av smaérta for att
fd battre underlag for metadons effekter under kliniska forhallanden.
Plasmakoncentrationerna av  hormonerna kortisol och vasopressin
analyserades och hundarnas beteende studerades. I studien anvéndes 10
kliniskt friska beaglar och beaglekorsningar. Fem var hanar och fem var
tikar. Studien var upplagd som en “’cross over—studie”. Hélften av hundarna
fick 0,4 mg/kg metadon SC och hilften 0,4 mg/kg IV. Forsoket upprepades
efter tre veckor. Pga ett missforstand fick endast fyra hundar metadon IV
medan 6 fick ldkemedlet SC. Halveringstid efter IV administrering var 3,9
h + 1,0 h_(medel £SD). Efter SC administering var halveringstiden ldngre
och varierade mer, den var 10,7 h + 4,3 h. Beteendestudien startade 40 min
efter metadoninjektion. Hundarnas beteende studerades dessutom under en
kontrolldag utan metadonpaverkan. I beteendestudierna framkom det att
metadonpaverkade hundarna lag mer dn under kontrollforsoket och att de
gnéllde 4,5 ggr mer dn en opaverkad hund. Stressrelaterade beteenden si
som muskelskakningar, svéljningar och att de slickade sig kring munnen
minskade efter metadongiva och inga tecken pa illamaende registrerades.
Minskning i stressrelaterade beteenden infoll samtidigt som en sédnkning av
kortisolkoncentrationen i blodplasma vid 30 min, 3,6 h samt 30 h efter SC
administrering. Efter IV injektion fann vi tvdrt om en hdjning av
kortisolviardet vid 1 h. Detta indikerar att metadon per se inducerar
kortisolfrisdttning eftersom hundarna inte visade mer stressbeteenden efter
IV dn SC administrering. Vasopressin steg vid 30 min efter IV
administrering jamfort med fore metadongiva, detta bekriftas av tidigare
studier och dr sannolikt en foljd av ldkemedelsinducerad friséttning.
Slutsatsen dr att SC administrering &r att foredra framfor intravends da man
kan utnyttja den lingre halveringstiden for att fa lingre dosintervall. Det var
dock storre individuella variationer i de farmakokinetiska parametrarna efter
SC administrering vilket skulle kunna berdttiga en behovsanpassad
dosering. Sammanfattningsvis hade metadon en sederande effekt och
minskade stressen, och gav inte upphov till illamaende. I studien framkom
att kortisol, vasopressin samt gnill troligtvis dr oldmpliga parametrar i
smirtutvirdering efter metadongiva
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Inledning

Metadon dr idag ej godként for anviandning till hund, men anvinds trots det
rutinmdssigt som smértlindrig till detta djuslag. Substansen tillhor liksom
morfin opioiderna och dr en my-receptor agonist. Till mycket stor del
saknas farmakokinetiska studier pa metadon hos bade hund och andra
djurslag (Plumb, 2000). Hund tar inte upp ldkemedlet alls efter oral
administrering  (Kukanich, 2005). Metadon kan ges intravendst,
intramuskulart eller subkutant (Plumb, 2003). Det finns ett fital studier dar
metadon givits intravendst (IV) till hund, men endast en (baserad pd 3
hundar) efter subkutan (SC) giva. (Schlitt et al, 1978, Stanley et al., 1980,
Garret et al., 1985, Shmidt et al., 1994, Kukanich et al,. 2005). Studier efter
intramuskuldr (IM) administrering har inte kunnat hittats i litteraturen.

Hos minniska uppvisar metadon en stor distributionsvolym, eftersom
plasmaproteinbindningen dr mindre @n bindningen till vdvnaden. ( Garrido
1999) Det finns stora individuella farmakokinetiska skillnader, hos
minniska varfor individanpassad dosering rekommenderas. (Fass 2006)
Metadons halveringstid uppges vara ldng och variera mycket (15-57 h),
medan den analgetiska effekten endast varar i 4-6 h efter enkeldos
Effektdurationen forlidngs till (8-12 h) vid upprepad giva. Pga av den ldnga
halveringstiden rekommenderas ett dosintervall p4 12 h vid upprepad
administrering for att undvika lakemedelsackumulering. (Fass 2006)

Det finns mycket som talar for att det kan finnas stora individuella
variationer i1 farmakokinetik dven hos hund. Vid intravends administrering
av ldkemedlet finns halveringstider mellan 1,75-4,0 timmar angivna i
litteraturen (Schlitt et al, 1978, Stanley et al., 1980, Garret et al., 1985,
Shmidt et al., 1994, Kukanich et al., 2005). I undersdkningen dar metadon
givits SC fann man en stor individuell variation i kinetik hos nira besliktade
hundar. Halveringstiden var ca 4,7 h men varierade fran 2 h och upp till 11,7
h (Schlitt et al., 1978). Skulle stora farmakokinetiska individskillnader dven
finnas hos hund innebér det att man maste beddma hundens grad av smérta,
for att kunna dosera ldkemedlet korrekt. Det d4r mycket svart att bedoma
smérta hos djur. Innom veterindrmedicinen har man gjort forsok med en rad
olika smirtbeddmmningscheman som ger olika ’smértpodng” for att forsoka
kvantifiera smirta hos hund. Exempel pd beteenden som forekommer i
sddana scheman é&r vokalisering, rorelsemonster, andningsmonster och
position (Hansen, 2003).

Det finns ocksda andra sett att beddoma smérta, tex métning av
stresshormonerna vasopressin och kortisol. (Minton, 1994; Molony & Kent,
1997). Det finns emellertid studier som pekar péd att metadon kan inducera
frisdttning av vassopresin i doser over 0,5 mg/kg. (Hellebreakers et al.,
1987, Hellebreakers et al., 1989). Vassopressin kallas dven ADH
antidiuretiskt hormon och har vattensparande effekt i njurarna, men man har
inte kunnat visa ndgon vattenretention efter metadongiva pa 1 mg/kg till
hund.(Hellebrekers et al., 1987)



Aven om det dr svart att bedéma smirta hos hund (Hansen, 2003), finner
jag relativt samstdimmiga uppgifter om effektduration i litteraturen. Enligt
(Pascoe, 2000) tros metadon ha analgetisk effekt i minst fyra timmar.
Vilket styrks av en studie ddr det angavs att effektiv postoperativ
smartlindring erhdlls 1 3-4 h, efter en IV giva pa 1 mg/kg preoperativt samt
dérefter 0,25-0,5 mg/kg (Dobromylsky, 1993). Vid en korsbandsoperation
tog det ca 6,2 h frdn premedicinering med 0,3 mg/kg IV tills hundarna
uppskattades ha mattlig smarta (Leibetseder, Mosing & Jones, 2006).

Det saknas uppgifter om hur metadon skall doseras till hund 1 vetenskapliga
originalartiklar. Enligt Plumb (2005), anges doser mellan 1-1,5 mg/kg med
4-6 h mellanrum, och for preoperativ smairtlindring 0,2-0,5 mg/kg som
premedicinering.

Mot bakgrund av att metadons farmakokinetik hos hund &r daligt kdnd
ansdg vi det angeldget att gora en grundldggande farmakokinetisk studie av
lakemedlet for att pa sikt kunna komma fram till battre doseringsrutiner for
likemedlet. Da SC administering dr den kliniskt vanligaste
administreringssittet inom veterindrmedicinen valde vi att i forst hand
studera IV och SC administration.

For att kunna gora en s& korrekt bedomning av hundarnas smirta som
mojligt krdvs att man vet hur metadonet i sig padverkar hundarnas beteeende.
For att ta reda pa detta kommer vi att studera hundarnas beteende bade med
och utan metadon 1 véran studie. Vi mitte kortisol och vasopressin 1 blodet
for att kontrollera om dessa hormon paverkas av metadon. Vilket i sé fall
skulle kunna gora dem till oldmpliga som smértparametrar.

Material och metoder

Forsoksschema

I forsoket deltog tio destinationsuppfodda beaglar och beagelkorsningar (A-
H). Forsoket var upplagt som en cross-over” studie, 5 hundar fick 0,4 mg
metadon/kg intravends via permanentkanyl och fem fick samma mangd med
subkutan giva. Forsoket upprepades efter 3 veckor de hundar som fatt
metadonet intravendst fick det nu subkutant och vise versa. Vid alla forsok
studerades hundarnas beteende. Dessa studier kompletterades med en
kontrollstudie utan metadon men under samma yttre betingelser. Av
praktiska skil var kontrollstudien av hundarna A-E ndgon dag fore
metadongiva 1, medan hundarna F-J studerades nédgon dag fore
metadongiva 2. (tabell 1)

Forsoket var godként av Forsoksdjursetiska namnden, Uppsala.



Tabell 1 Forsoksschema

Vecka
35 Mandag Tisdag Onsdag Torsdag Fredag
A kontroll D Kontroll G sC AlV Cclv
B Kontroll E Kontroll H SC B SC DIV
C Kontroll JSC | SC FIv EIV
Vecka
38 Mandag Tisdag Onsdag Torsdag Fredag
F Kontroll | Kontroll B IV E SC HIV
G Kontroll  J Kontroll CcsC FSC 1V
H kontroll A SC D SC G IV JIv

Alla forsoksdagar sag likadana ut. Hundarna utfodrades vid attatiden och
sldpptes ut i rastgardarna enligt ordinarie rutiner. Vid niotiden togs hundarna
in och vigdes. Darefter lades en, alternativt tva, permanentkatetrar i vena
cephalica, en for blodprov samt eventuellt en for intravends metadongiva.
Hundarna utrustades ocksa med tratt. I samband med kanylldggning togs
nollprov for metadonanalys. Alla hundarna placerades i individuella burar
(som de normalt endast dr instdngda i1 vid utfodring) ca en halvtimme fore
forsoksstart. Tre hundar startade studien per dag. For att hinna med
blodprovstagning var det en forskjutning pa fyra minuter i forsoksstart
mellan hundarna. Forsta hunden fick metadon, alternativt koksalt, kl.. 10.00.

Blodprover togs fore och ca 10 och 30 min samt 1, 3, 6, 12, 22, 30 och 47 h
efter metadongiva. Exakt tid antecknades pa ett forsoksprotokoll.
Kontrollstudien var identisk med Ovriga studier forutom att koksalt
injicerades 1 stéllet for metadon. Blodprov under kontrollstudien togs endast
vid tre tillfdllen (for att hundarna inte skulle tappas pa for mycket blod)
under de forsta sex timmarna, samt “noll-prov” fore forsoksstart. Vid dvriga
blodprovstillfillen dé riktiga prover ej togs, simulerades provtagning sa att
hanteringen av hundarna inte skiljde sig fran ovriga forsoksdagar. Hundarna
satt instdngda 1 sina burar till kl. 16 alla férsoksdagar med undantag for en
kort rastning efter ca 4 h. Efter blodprovet vid 6 h (kl. 16.00) rastades
hundarna, forsoksutrustning plockades av och hundarna atergick till sina
normala rutiner som startade med utfodring ca 16.30.

Provhantering

Nollprov och de forsta 5 proverna efter metadongivan togs med vacutainer
direkt ur permanentkanyl, 6vriga prover togs med butterflykanyl. Blodet
fylldes pd EDTA r6r som direkt efter provtagning placerades i isbad, vari de
forvarades tills de centrifugerades i kylcentrifug vid 4 °C. Plasman
pipetterades av och frystes dérefter till -20 °C. Den plasma som var avsedd
for hormonanalys forvarades i - 80 °C.

Hormonanalys

Spddningen av plasman var parallell till standardkurvan 1 den
radioimmunologiska analysen (RIA). Madngden kortisol 1 plasma méittes med
en Coat-a-Caount RIA (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA
USA). Lagsta detektionsniva var 1,90 nmol/l.. Variationskoefficienten inom
varje analysomgang var under 10 % (11,07-1380 nmol/L). Variansen
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mellan analystillfdllena var <10,7 % (29,43 nmol/l), <1,7 % (284,5 nmol/l)
samt <1,4 % (398,1 nmol/l). For att extrahera argininvasopressin ur
plasman anvindes aceton (GR, Merck, Darmstadt, Germany) och
petroleumbensen, direfter analyserades vasopressin med hjdlp av Euro-
Diagnostica AB Vasspressin RIA test. (Ideon, Malmo, Sweden). Légsta
detektionsnivd var 0,240 pmol/l.. Variationskoefficienten inom varje
analysomgang var under 10 % (1,570-46,08 pmol/L). Variansen mellan
analystillfillena var <2,6 % (3,66 pmol/l), <1,6% (12,53 pmol/l) samt
<1,1% (30,66 pmol/l).

Statistiska berdkningarna dr gjorda i det kommersiella dataprogrammet SAS
(SAS Institute, 2005) En upprepad variansanalys anvédndes (Procedure
MIXED) for de olika parametrarna.

Bestdmning av metadon i hundplasma

Metadon och *Hj-metadon inkoptes fran LGC Promochem, (Borés;
Sweden). Vatten som anvints till beredning av 16sningar kom frén en Milli-
Q vattenanldggning (Millipore, Bedford, MA, USA). Alla 6vriga kemikalier
som anvindes var av hog analytisk kvalitet och anvédndes utan ytterligare
rening.

Till 0.5 mL plasma tillsattes 100 pL internstandardlésning (14 ng [*Hs]
metadon /100 pL metanol), 500 uL vatten, 5.0 mL hexan/2-butanol (97:3)
och 100 pL T M natriumhydroxid. Blandningen extraherades i 20 min. Efter
centrifugering 6verfordes den organiska fasen till ett nytt centrifugror och
indunstades vid 50°C under kvivgas. Aterstoden uppldstes i 60 pL 0.1 %
myrsyra i vatten. Det upplosta provet kvantifierades med LC-ESI-MS/MS.
Vid LC/MS/MS analysen anvéndes ett Surveyor LC system kopplat till en
Finnigan TSQ Quantum Ultra (Thermo Electron Corporation, San José, CA,
USA) masspektrometer. Separationen genomfoérdes med en kolonn av
mirket Zorbex Eclipse XAD-18 (2.1 x 50 mm, 5uM). Den mobila fasen
utgjordes av 0,2% myrsyra 1 vatten (A) och metanol (B). Den mobila fasen
pumpades med flodet 200 pL/min och fordndrades genom ett
gradientprogram enligt féljande: 0 to 2.0 min, 15 % B; 2.0 to 5.0 min, 15 to
85% B; 5.2 to 8.0 min, 15 % B. Vid analysen analyserades proven med
Selected Reaction Monitoring (SRM) och substanserna joniserades med
electrospray  (ESI)  for  positiv  jonisering. = Spdnningen  pa
elektrosprayjonkallan var satt till 3,5 kV och sheath-gasflodet och auxiliary-
gasflodet var 50, respektive 2 godtyckliga enheter. Vid analys med
collision-induced dissociation (CID) anvindes argon som kollisionsgas med
ett tryck av 1.5 mTorr. Vid SRM insamlades data for foljande joner och
overgangar: metadon [M+H'] m/z 310 = 265 and [*Hs]-metadon [M+H]
m/z 313 > 268. Den anvédnda kollisionsenergin var 20V. och lagsta
kvantifieringsniva var 0.6 ng metadon/mL plasma. Standardkurvan var
linjér fran 0.3 till 976 ng/mL. Variationskofficienten fér metadon var 6 %
(n=6) vid koncentrationsnivin 1 ng/mL plasma. (Enligt Avdelningen for
kemi, SVA, professor Ulf Bondesson).



Farmakokinetisk analys

Tidsforloppet av metadonkoncentrationer 1 plasma for varje individ
analyserades enligt en “non-compartment” - metod (Gibaldi och Perrier,
1982). Ett kommersiellt dataprogram anvindes for analysen (Win Nonlin
5.0.1° Pharsight Corporation, Mountain View, CA, USA) Arean under
kurvan (AUC) extrapolerat till odndligheten (AUC;,s) rdknades ut med
linjéra trapetsmetoden. For att extrapolera AUC fran tid noll till evigheten
anvéndes lutningen péd den terminala fasen (A) som berdknades frén 3 h och
till 47 h. Samma analys anvindes bdde for intravends och for subkutan
administration. Halveringstiden berdknades enligt formeln t,, = In2/A. Och
biotillgéngligheten (F) berdknades enligt F (%) = 100 x AUCint sc/AUCint1y.
Den observerade tiden till hogsta plasmakoncentrationen (Tp.) och den
observerade hogsta koncentrationen (Cpax) efter giva utldstes ur de
individuella diagrammen. Medelviarden, median och standardavvikelser
(SD) berdknades med hjélp av Microsoft Excel.

Beteendestudie

Under alla forsoksdagar studerades hundarnas beteende enligt ett
forsoksprotokoll (bilaga 1). Hundarna studerades genom att en observator
satt pa en stol utanfor burarna. For att vdnja hundarna vid observatoren gavs
de en tillvdnjningsperiod pa ca en minut innan studien startade. Hundarna
studerades i perioder om 5 minuter, efter 40 min, 1h 10 min, 1h 40 min,
2 h 10 min, 3 h 10 min samt efter 5 h 40 min efter férsoksstart. Hundarna
rastades efter observationen vid 3 h 10 min. Under de 5 minuterna hundarna
studerades antecknades hundarnas beteende var 20s. Ett tidtagarur som pep
var 20 sek anvindes for detta andamal. For definition av beteenden,se tabell
2. Samtidigt gjordes ocksd en frekvensstudie pa beteendena gnilla, svilja
och munslick (dvs antal slickningar runt nosen).

11
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Tabell 2 Definition av beteenden

Beteende Definition av beteende
Ga stadigt Gar 1 lugn takt med alla benen i naturlig
ordningsfoljd
vingligt Gar med benen i onaturlig ordningsfoljd
nosar Riktar nosen mot nagot och drar in luft
sté stadigt Star med alla fyra benen jamt belastade
vingligt Stir med ojimn belastning av benen
aktivt Star stadigt, roterar/ horisontell rorelse med
huvud
hiangande Star stadigt, huvudet sjunker nerat-framat
huvud
sitta stadigt Sitter med raka framben och bakben under
sig eller at sidan
aktivt Sitter stadigt, roterar/ horisontell rorelse
med huvud
hédngande Sitter huvud sjunker nerat-framat
huvud
ligga stadigt Huvudet upp, framben framat och baktassar
under sig
aktivt Ligger stadigt, roterar/ horisontell rorelse
med huvud
hédngande Huvudet sjunker nerat-framét
huvud
huvud pé Huvud pa tassar, framben raka, bakben
tassar under sig
"kringla" Ligger i cirkel med huvud mot svansen
bakben at Huvud pa tassar, bakben har glidit &t sidan
sidan
pa sidan Platt pa sidan
blunda Slutna 6gon 1 vilken position som helst
héssja Tungan hédnger ut, kraftig andhdmtning
hulka Sammandragningar av diafragma utan
uppstotning
salivera Drigel i mungipan
ogonkontakt Ser mig/observatoren i gonen
skaka Muskeldarrningar

slicka, bita

Slickar/biter intensivt pd dorrgallret

Statistik

Vid den statistiska berdkningen av beteendena anvidndes det kommersiella
dataprogrammet MINITAB. Berdkningarna gjordes enligt Wilcoxon, en
icke parametrisk metod. Metoden jamfor medianen i kontrollen med alla
virden for den grupp man testar och berdknar om en 6kning eller minskning
ar signifikant. Denna statistiska metod kan inte anvdndas om medianhunden
inte utfor beteendet. For att undvika att medianen blir noll har medelvérden
for varje hunds beteende Gver hela dagen anvints. Vid de statistiska



berdkningarna ingar dven de hundar som inte utrycker ett beteende.
Medelvérden, median och standardavvikelser (SD) berdknades med hjélp av
Microsoft Excel. Vid berdkningarna har hundarna delats in i olika grupper.

Kontroll: (K) bygger pé studier av hundarna opdverkade av metadon, hilften
av hundarna kontrollerade v 35 och halften v 38.

Metadon: (M) alla hundar som fatt metadon I'V eller SC v 35 och 38
IV: de hundar som fatt intravendst v 35 och 38, 9 hundar (hund B saknas)

SC: de hundar som fétt subkutant v 35 och 38, 9-11 hundar beroende pd om
hund B rédknas med eller inte.

Resultat

Farmakokinetik
Tidsforloppet av metadonkoncentrationen i plasma visas i figur 1.

Den farmakokinetiska analysen visade att metadon efter intravends giva pa
0,4 mg/kg hade en halveringstid pd 3,9 h = 1,0 h (medel £SD). (tabell 3).
Efter subkutan injektion med samma dos var halveringstiden lingre och
varierade mer, den var 10,7 h + 4,3 h (medel +SD). Efter subkutan giva
uppnaddes en maximal koncentration (Cyax) 1 blodet pd 23,9 £ 14,4 pg/l
(medel +SD) ca 1,5 h efter injektion. Biotillgdngligheten efter SC
administration var ca 80 % + 22 % (medel =SD) (tabell 4).

Av misstag fick hund B metadon SC vid bidda administrationstillfillena.
Dérfor saknas hund B vid berdkningar av farmakokinetiken efter intravends
infusion. Vid SC berédkningar har ett medeltal av B:s observationer anvints.

90 ]l —a— S =Y
80 -
T0 4.
60 -
50 4
40 -
30 4
20
10
0 —— T

T t_l
0 10 20 30 40 50

Figur 1.Y-axel anger medelkoncentrationen av metadon i plasma (ng/ml) efter SC
(n=10) och IV (n=9) administration, 0,4 mg/kg till hund. X-axeln anger tid i
timmar.
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Tabell 3. Farmakokinetiska data efter intravends giva av metadon(0,4 mg/kg) till

hund (n=9
Vd,ss

Hund T1/2h CIL/min/kg L/kg AUC MRT min
A 3,4 0,0330 9,8  12085,9 238,0
C 4.6 0,0169 6,7 236824 261,8
D 5,0 0,0340 14,7 11734,7 325,6
E 2,8 0,0363 8,9  11022,0 187,9
F 2,3 0,0331 6,6 12115,3 186,3
G 3,0 0,0208 5,4 19201,1 209,1
H 4,0 0,0218 7,6 18306,7 251,3
| 51 0,0208 9,2 19146,7 332,3
J 4.8 0,0341 14,3 11606,5 261,6
medel 3,9 0,0279 9,2 154335 250,4
SD 1,0 0,0076 3,3 4667,5 53,0
median 4,0 0,0330 8,9 12115,3 251,3
lagsta 2,3 0,0169 54 11022,0 186,3
hdgsta 51 0,0363 14,7 23682,4 332,3

Tabell 4. Farmakokinetiska data efter subkutan giva av metadon(0,4 mg/kg) till

hund (n=10) ) T/2 = terminala halveringstiden,Tmax = tid till maximal
blodkonsentration. Vqs = distributionsvolym vid steady state, AUC= area
underkurvan ,MRT = mean residual time, F =biotillganglighet

Vd,ss

Hund T/2h Tmaxh Cmaxug/L L/kg AUC MRTmin F%

A 15,0 0,17 55,3 53,29  9780,8 12742  81%
B 10,9 1,66 15,8 27,915 13674  1061,35 NA

C 6,7 1,05 33,0 12,02 19385,1 541,8 82%
D 10,5 1,00 12,1 33,51 10578,0  880,8 90%
E 7,0 1,00 19,6 18,28 13146,6  583,0 119%
F 5,7 0,17 30,7 23,72 8326,2 403,4 69%
G 8,3 1,00 22,2 27,52 10350,8  585,6 54%
H 19,2 3,05 6,9 73,55 8511,3 1804,3  46%
| 14,0 3,03 11,0 34,64 13866,6 12475 72%
J 9,6 0,50 32,3 29,28 11323,2 698,3 98%
medel 10,7 1,26 23,9 33,4 118942 908,0 79%
SD 4,3 1,04 14,4 17,9  3296,8 437,1 22%
median 10,0 1,00 20,9 28,6 10950,6  789,6 81%
lagsta 5,7 0,17 6,9 12,0  8326,2 403,4 46%
hogsta 19,2 3,05 55,3 73,6 193851  1804,3 119%




Hormoner

Kortisol

Plasmakoncentrationerna av kortisol var signifikant hogre efter IV giva dn
efter SC vid 10 och 30 min. (P<0,000, P<0,000). Signifikant hjning av
kortisolvdrdet jaimfort med nollprovet kunde endast ses vid 1 h (P=0,010).
En signifikant sédnkning av kortisolvirden efter SC giva jamfort med
nollprovet, kunde ses efter 30 min 1, 6 samt 30 timmar (P=0,021, P=0,031,
P=0,012, P=0,007, f6r respektive virde), (Figur 2).

—=— Kortisol IV
---- Kontroll + O-prov

2 125

E —e— Kortisol SC

< 100

8 75 /\/

g 50 _\/
25l | ) | ) . ; | ) | ) | )

0 5 10 15 25 35 45
Tid i timmar

Figur 2 Medelkoncentrationer av kortisol i plasma efter SC (n=10) och IV(n=9)
administration av metadon, 0,4 mg/kg, till hund. Den streckade linjen utgor
medelvéardet av alla blodprov innan metadongiva och blodprover fran
kontrollstudien (n=10 )tagna vid tre tillfallen under de férsta 6 timmarna.

Observera att X axeln ar bruten.
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Vasopressin

Vasopressinkoncentrationen 1 plasma var signifikant hogre vid IV
administration &dn vid SC 30 min efter metadongiva (P 0,002). Vid samma
tidpunkt var det en signifikant 6kning av vasopressinkoncentrationen efer
IV giva jamfort med koncentrationen i1 plasma fore metadongivan
(p=0,007). Maximala vasopressinkoncentrationen i plasma intrdffade vid 30
min efter intravends administration. (Figur 3).

—s=—Vasopressin IV

---- Kontroll + O-prov

—e—Vasopressin SC

Tid i timmar

Figur 3. Medelkoncentrationer av kortisol i plasma efter SC (n=10) och IV (n=9)
administration av metadon, 0,4 mg/kg, till hund. Den streckade linjen utgér
medelvardet av alla blodprov innan metadongiva och blodprover fran
kontrollstudien (n=10). Observera att X- axeln &r bruten.

Beteendestudie

Fore det att observationerna startades (40 min efter metadongivan) gjordes
den subjektiv iakttagelsen, att metadonpédverkade hundar (i synnerhet de
som fatt givan IV), ldg ner i stor utstrickning. Ménga lag platt pa sidan, de
var avslappnade 1 muskulaturen och orkade ofta inte sitta sig upp vid de
forsta blodprovtagningarna. Nedsatta placeringsreflexer noteras hos en
individ. Vid de statistiska berdkningarna efter SC giva har hund B:s resultat
fran bade v 35 och 38 riknats med. Efter IV giva saknas virden for hund B.

Ligga

Beteendestudierna visade att hundarna ldg 1 genomsnitt ca 80 % av tiden
genom hela studien. Hundarna 14g signifikant mer efter metadongiva (82
%) jamfort med kontrollen (78 %)(P=0,045) (Figur 4). Ovriga positioner
(g4, sta och sitta) utryckte hundarna i sddan liten utstrickning att det inte
narmare analyserats.
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Figur 4: Procent av tiden som hundarna, gar, star, sitter eller ligger efter
administration av metadon 0,4 mg/kg ,staplarna anger medelvarden med
standardavvikelse Kontroll, ( n=10) SC (n=11), IV ( N=9)

Forsta gdngen hundarna genomgick forsoket lag de 1 medeltal 65 % medan
andra géngen lag de 92 % av tiden (hélften av hundarna hade fatt metadon 1
bada grupperna pga av fOrsoksuppldgget, se tabell 1) Tredje gangen
hundarna genomgick forsoket (alla hade fatt metadon) lag de 87 % av tiden
(figur 5). Hundarna 1ag 1 medeltal lika ldnge efter IV (82,3 %) som efter SC
giva ( 82,5 %).

‘D Studie 1 M Studie 2 OStude 3|

100% - 92% 87%

80% - 65%
60% -
40% -
20% -

0%

ligga

Figur 5: Procent av tiden hundarna lag 1:a, 2:a och 3:e gangen de genomgick
forsoket. | forsoksomgang 1 och 2 var 50 % av hundarna metadonpaverkade, i
studie 3 var 100 % metadonpaverkade.
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Liggpositioner

Huvud pé tassar var den vanligaste liggpositionen alla kategorier. Hundarna
1 kontrollomgéngen lag med huvud pa tassar 1 44 % och efter tillforsel av
metadon, IV och SC, 1dg hundarna pa det séttet 1 50 % respektive 60 % av
tiden. Dessa skillnader var inte signifikanta i forhallande till kontrollen. Vi
fann att hundarna 14g platt pd sidan mer efter IV &n efter SC giva, 14 %
respektive 3 %, men inte heller detta var signifikant i jaimforelse med
kontrollomgangen dé hundarna l&g pa sidan 8 % av tiden (se figur 6).

|BKontroll OMet IV B Met SC |

70% -

60%

50%

40% -

30% -

20% |

- :

aktivt, lyssna,  huvud upp huvud pa hangande huvud pa pa sidan
titta tassar huvud tassar,bakben
at sidan

Figur 6: Specificering av beteendet ligga. Positioner anges i procent av tiden de
uttrycks. Kontroll( n=10) IV (n=9) och SC (n=11)

Ogon
Hundarna uppvisade inga signifikanta skillnader i hur minga procent de
hade oOgonen slutna eller i hur mycket tid de hade O0gonkontakt med

observatoren 1 kontrollomgangen jaimfort med efter tillférsel av metadon IV
och SC.

Ovriga beteenden

Beteendena héssja, slicka, bita och salivera samt skaka minskade eller
forsvann efter metadontillforsel och det var ingen skillnad mellan IV och SC
giva. Alla ovan nidmnda beteenden utrycktes endast av 2 hundar per
beteende (utom skaka som uttrycktes av 5 hundar) Hund D uttrycker alla
nimnda beteenden, medan Ovriga individer varierar frdn beteende till
beteende. Statistiska berdkningar av dessa beteenden kunde ej genomforas p
g a for fa hundar som uttryckte dem. Beteendet skaka, ddremot, utryckte
hundarna 1 kontrollstudien 19 % av tiden,och ca 7 % av tiden efter
metadongiva (P=0,013).



O Kontroll OMet IV B Met SC

40%
35%
30% -
25%
20% -
15% -

T
0L [T e o

héssja skaka slicka bita i salivera
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Figur 8 Beteenden i procent av tiden de utrycks Kontroll( n=10) SC ( n=11) IV
(n=9)

Frekvensstudier

Munslick

Vid frekvensstudie av antal munslick fann vi en signifikant minskning (P
<0,001) av beteendet hos de hundar som fitt metadon jamfort med
kontrollen. Minskningen forekom hos alla de 9 hundar som uttryckte
beteendet.

\ O Kontroll B metadon

2,

. -

0 D _-_v* |_I_\
A B c D E F G H | J

Figur 9 Medeltal munslick/5 minuter hos hundarna A-J i kontrollen samt efter
metadongiva (studierna efter SC och IV ar hopslagna)

Sviélja

Beteendet svilja uppvisade ett liknande monster som for munslick, men det
uttrycktes dock inte lika frekvent bland hundarna. Av de 5 hundar som
svalde 1 kontrollen minskade eller forsvann beteendet hos alla efter
metadongiva. Signifikant minskning av beteendet kunde visas efter metadon
jamfort med kontrollen (P=0,038).
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Figur 10 Medeltal frekvens svéljningar/5 minuter hos hundarna A-J (studierna

efter SC och IV &r hopslagna).

Gnall

Frekvensstudien av gnill visade att hundarna gnydde 4,5 ganger mer med

metadon dn utan (P <0,001). Figurerna 11 och 12
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Figur 11 Medelantal Gnall/5minuter hos hundarna A-J.
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Figur 12 Medeltal frekvens gnall/5 minuter hos hundarna A-J

Obehag

Beteendena hissja, salivera, slicka och bita, skaka samt munslick redovisas
hir tillsammans som obehag. Vi har kontrollerat om hundarna uttryckte
nagot av ovanstdende beteenden ndgon ging vid varje enskild
beteendestudie (6 st/dag). Antalet hundar som uttryckte dessa beteenden
minskade 2,5ggr efter metadongiva. Figurerna 13 och 14.

\EIKontroII B metadon \

80% - 72%

60% -
% -
40% 28%

20% -
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Figur 13 Procent av tiden hundarna utrycker obehag™ dvs. nagot av beteendena
hassja, skaka, salivera, slicka och bita, svélja eller munslick Totalt antal hundar 9
st. (Hund B ej medréknad)
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Figur 14 Antal hundar av totalt 9 st (Hund B ej medraknad) som uttryckte
obehag” dvs. nagot av beteendena héssja, skaka, salivera, slicka och bita, svélja
eller munslick vid varje beteendestudie. Hund A uttryckte inget av ovanstaende
beteenden.

Diskussion

Framakokinetik

Hos ménniska har man visat att metadons farmakokinetik skiljer sig kraftigt
at pd individniva. Dérfor rekommenderas 1 FASS, 2006, att dos och
itereringsintervall individanpassas efter patientens smartlindringsbehov. 1
var studie sdg man efter SC administrering ocksa en relativt stor individuell
variation i halveringstider (6-19 h). Halveringstiden var dock kortare &n hos
minniska (15-57 h) (FASS 2006) och varierade inte riktigt lika mycket.
Halveringstiden efter IV giva var kortare, ca 4 h (2,3-5,1 h), dn efter SC
giva och Overensstimmer med tidigare undersokningar (Schlitt et al, 1978,
Stanley et al., 1980, Garret et al., 1985, Schmidt et al., 1994, Kukanich et
al, 2005). Den ldngsamma absorptionen efter SC administrering dr sannolikt
forklaringen till den ldngre halveringstiden jaimfort med IV administrering.
Biotillgdngligheten efter SC administration var omkring 80 % och varierade
mellan 46 % upp till 119 %. Hos minniska kan individvariationerna i
kinetik till en del forklaras med att metadons plasma-proteinbindning i
forsta hand sker till akutfasproteinet AAG. Dess plasmakoncentration kan
variera mycket. Den Okar till exempel nir kroppen befinner sig under stress,
vilket leder till att den fria fraktionen plasmametadon minskar hos dessa
individer (Garrido 1999). Fler studier behovs for att visa om liknande
mekanismer finns hos hund.

Skillnaderna 1 halveringstider och biotillgidnglighet mellan individer efter
SC administrering kan bero pé var ldkemedlet deponerats, dvs SC eller i det
subkutana fettet. Fettvdvnad har sdmre genomblodning vilket ger



langsammare absorption och ddrmed lédngre halveringstid och lédgre
biotillgénglighet.

Kliniskt kan man anvinda skillnaden i1 farmakokinetik mellan de olika
administrationssétten. Lampligen anvénds IV initialt for att snabbt komma
upp 1 blodkoncentrationer i terapeutisk nivdi om snabbt anslag Onskas.
Darefter utnyttjas den ldngre halveringstiden vid SC administrering for att 4
langre itereringsintervall. Praktiskt dr det dessutom léttare att ge SC da man
inte behover ndgon permanentkanyl. Dock kan skillnaderna i halveringstider
mellan individer bli problematisk och man bor dvervdga behovsanpassad
dosering. Det saknas fortfarande studier pad IM administrering av metadon
till hund. Hos get uppges att metadon ha en halveringstid pa 1,38 h och nar
Cmax 15 min efter IM giva (Kock et al 1994). Troligtvis dr dven
absorptionsfasen av metadon hos hund snabb efter IM och farmakokinetiken
liknar den for IV. Ytterligare studier behovs for att bekréfta detta. Hos
minniska ackumuleras metadon vid upprepad administrering pga dess langa
halveringstid (FASS 2006). Var studie visade att halveringstiden var langre
for SC administrering &n for IV men att den var kortare &n hos méanniska.
For att ta reda pd om ackumulering dven sker efter SC administrering av
metadon till hund behovs det ytterligare studier med upprepade doseringar
av likemedlet.

Beteendestudie

Tillvanjningseffekt

Beteendestudien utfordes i hundarnas normala milj6, men de var inte vana
att vara instdngda 1 mindre utrymmen. Det forutsadgs att hundarna skulle bli
stressade av forsoket men det var inte praktiskt mojligt att vdnja hundarna
fore forsoksstart. Att det finns en tillvinjningseffekt i forsoket kan inte
uteslutas. Forsta gdngen hundarna genomgick forsoket 14g de 1 medeltal 65
% av tiden medan andra géngen lag de hela 92 % av tiden. Lika ménga hade
fatt metadon 1 badda grupperna och skillnaden kan inte heller forklaras av
olika antal IV/SC da de bada grupperna lag lika mycket i studien.. Den
eventuella tillvinjningseffekten skulle kunna forklaras med att andra gingen
hundarna genomgick forsoket saknade de forvintan pa aktivitet, och lag
déarfor mer. Tredje gangen hundarna genomgér forsoket ligger de 87 % av
tiden, och da har alla hundar fatt metadon. Varfor hundarna ligger mindre
ging tre 4n gang tva kan inte forklaras.

Sedering

Hundarna forvantades bli sederade av metadon (Kukanich et al 2005) och
med doser over 1,0 mg/kg kan kirurgisk anestesi uppnas. (Stanley et al
1980) Sedering borde medféra fordndringar 1 liggbeteende vilket
bekréftades av en signifikant 6kning (med reservation for paverkan av ev
tillvinjningseffekt) av beteendet ligga efter metadongiva. Denna 6kning var
dock inte lika stor som forvéntat. En forklaring till detta kan vara att en
uttrdkad hund utan stimuli upptrader mycket likt en létt sederad hund varfor
skillnaden mellan grupperna blev forhdllandevis liten. Men den viktigaste
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orsaken &r sannolikt att beteendestudien startade forst 40 min efter
metadongiva d& den kraftigaste likemedelseffekten redan var &ver. Om
registrering av beteendena startat tidigare hade vi troligen fatt en storre
O0kning av beteendet ligga men &dven fatt en Okning av liggbeteenden
hingande huvud, huvud pa tassar med bakben at sidan samt platt pa sidan
(figur 6) dvs. beteenden som skulle kunna beskriva en sederad hund.
Slutsatsen dr alltsa att metadon har en sederande effekt men att den till stor
del har férsvunnit redan efter 40 minuter.

lllamaende

Det &r vanligt att se krdkningar hos hundar som far morfin om de inte ar
smirtpaverkade, men det dr ovanligt vid postoperativ smértlindring (Pascoe
2000). Kriakningar tycks dock inte vara nidgon biverkning av metadon till
skillnad fran manga andra opioider (Kukanich et al 2005). Ingen hund
visade heller nagra tecken pa illamaende i var studie, dvs ingen hulkade
eller kriktes efter metadongiva. Ovriga beteenden salivera, svilja och
munslick, (som tagits med i studien som potentiella tecken pé illamaende),
tvirt om minskade eller férsvann efter metadongiva.

Gnall

Gnall &r ett cykliskt beteende, dvs hundarna gnéller en stund intensivt varpa
gnéllet avtar eller forsvinner for att en stund senare dter ta fart igen. Vi
studerade hundarna endast i 30 min/dag uppdelat pa 6 x 5 minuter. Déarfor
kan det for varje individ skilja ganska mycket i frekvens gndll mellan de
olika tillféllena i fokalstudien, beroende pad om man studerat hundarna under
en period da de gniller mycket eller inte. Vid jaimforelse av det totala antalet
gndll for alla tio hundarna, gnéllde hundarna 4,5 ginger mer efter
metadongiva dn utan. Observera dock att inte alla hundar gnéller mycket vid
metadonpaverkan. Hund A och E gnéllde tex inte alls eller ytterst lite bade
med och utan metadon. Bendgenheten att gnélla ar alltsé individuell, och det
kan inte uteslutas att en redan ’gnéllig” hund gnéller mer efter metadongiva.
Det ar svart att forklara varfor gnillandet 6kar. Gnéll skulle kunna vara ett
tecken pd obehag, men monstret skiljer sig helt fran Ovriga
obehagsrelaterade beteenden i studien. I det flesta studier slds gnéll och
andra ldten ihop till vokalisering. I en studie av Beerda et al., (1998) kunde
inte vokalisering kopplas till akut stress hos hund. Oavsett anledning till
gnéllandet dr vetskapen att metadonpaverkade hundar gnédller mycket, viktig
vid smirtutvirdering. En hund som ligger och gnyr, kan alltsd ha ont, ha
trakigt, vilja komma ut ur buren eller vara paverkad av metadon!

Obehag — Stress

Nér hundar akut utsétts for stressorer, av bade fysisk- och psykisk natur
uttrycker hundar beteenden som hissjande, muskelskakningar, salivering,
gispningar, “munbetenden” (bl.a. munslick och sviljningar), trampande,
hopsjunken position samt stereotypa beteenden. (Beerda et al., 1997; Beerda
et al.,, 1998) I en studie dér hundarna observerats instingda i burar infor
operation, fastslogs det att hundar kan kédnna stress vid sjukhusvistelse. I
studien sdgs hdssjande och munslick hos ndstan alla individer och dven
muskelskakningar registrerades hos nagra individer. (Viisédnen et al., 2005)
Rédsla kan utlésa muskelskakningar, dessa hundar hade en hégre méngd



adrenalin jimfort med noradrenalin (Varrier och Dickenson 1991). Det dr
sannolikt att hundarna 1 véar studie visade stress beroende pa
forsokssituationen. Alla beteenden som kan betraktas som stressrelaterade
minskade efter metadongiva. Till dessa beteenden hor fokalstudierna av
hissja, slicka och bita 1 dorrgaller, skaka och salivera samt frekvensstudien
av svilja och munslick. Manga av de stressrelaterade beteendena i var studie
uttrycktes av s fa hundar att det inte gick att gora négra sékra statistiska
berdkningar. Vi kunde dock visa en signifikant minskning av beteendena
munslick, svilja och skaka. Eftersom alla stressrelaterade beteenden inte
uttrycktes av alla hundar kontrollerades om hundarna visade nagot av de
stressrelaterade beteendena vid varje enskild studie. Det visade sig att vid
den forsta beteendestudien efter 40 min hade antal hundar som utrycker
stressrelaterade beteenden minskat med tvé tredjedelar. Over hela dagen
minskade tiden hundarna utryckte stressrelaterade beteenden 2,5 ggr efter
metadongiva jamfort med under kontrollstudien.

Kortisol

Vi fann en sénkning av kortisolvirdena efter SC giva jamfort med
nollprover (prov tagna fore metadongiva). I en studie dir ridsla
provocerades genom pistolskott hos 14 hundar méttes kortisol i plasma
(samma metod och laboratorium som i var undersdkning). Fore provokation
lag kortisolvirdena runt 40 nmol/l, och vid réddsle-provokationerna steg
kortisolvirdena till mellan 120- och 160 nmol/l hos skottrddda hundar.
(Hydbring-Sandberg et al., 2004) Medelvéirdet av kontrollprover och
nollprover i var studie lag nidra 70 nmol/l och efter SC administrering lag
kortisolvdrdena kring 50 nmol/l. Detta innebér att kortisolvdrdena sjonk fran
en hég nivd ner mot en mer normal nivd efter SC administrering. Detta
stoder teorin att hundarna var stressade under forsoket och att stressen
minskade efter metadongiva, da kortisol kan anvidndas som stressindikator
(Minton, 1994; Molony & Kent, 1997). Efter IV giva okade didremot
kortisolnivén signifikant efter 60 min jamfért med nollprov. Nivan pa ca
120 nmol/l liknar de skottridda hundarnas vdrden. Vi sdg inte mer
stress/obehagsrelaterade beteenden efter IV dn SC giva varfor den okade
kortisolfrisdttningen troligtvis dr en direkt effekt av likemedlet vid hoga
koncentrationer. Initialt efter IV giva var koncentrationerna i plasma
avseviart  hogre dn  efter SC giva. En  hgjning av
plasmakortisolkoncentrationer efter administrering av opioider har tidigare
visats hos andra arter sdsom rétta (Guaza et al 1979) mus , marsvin
(Pechnick 1993) och katt (Guaza et al 1979).

Vasopressin

Enligt (Hellebreckers 1989) leder metadondoser over 0,5 mg/kg, till
friséttning av vasopressin. Vara resultat stimmer ganska vdl med detta. Vi
sdg en liten men dnda signifikant hojning av vasopressin efter 30 min,
jamfort med nollproven, men endast efter IV administrering. Vid SC
administrering sdg vi ingen dndring i plasmakoncentration. Frisdttning av
vasopressin skedde alltsé bara vid hoga plasmakoncentrationer av metadon.
Enligt Minton (1994) deltar bade cortico-releasing-hormone och
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vasopressin 1 regleringen av ACTH wvilket i1 sin tur stimulerar till
kortisolfrisdttning 1 binjuren. Det dr oklart om central frisdttning av
vasopressin till hypofysens framlob sker i samtidigt som den axonala
transporten till bakloben och frisittning dérifrén. Om sd dr fallet kan
kortisolhdjningen som noterades 60 min efter metadongiva kan sédledes dven
till en del forklaras som en effekt av vasopressindkningen.

Slutsats

Sammanfattningsvis &r subkutan administrering att foredra framfor
intravends da man kan utnyttja den ldngre halveringstiden for att f ldngre
dosintervall. Det finns individvariationer i farmakokinetik vilket skulle
kunna motivera en behovsanpassad dosering. Metadon gav en sederande
effekt, minskade stressen och gav inte upphov till illamaende. I studien
framkom att kortisol, vasopressin samt gnill troligtvis dr oldmpliga
parametrar i smartutvirdering efter metadongiva.

Tack

Tack till Djurskyddsmyndigheten som har bidragit med ekonomiskt stdd till
undersdkningen.
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Bilaga: forsdksprotokoll

Hundarna studerades i perioder om fem minuter, efter 40min, 1h 10min, 1h 40
min, 2h 10min, 3h 10 min samt efter 5h 40 min efter forsoksstart. Under de fem
minuterna antecknades hundarnas beteende var 20 s. Ett tidtagarur som
markerade var 20 s anvéandes for detta andamal. Samtidigt gjordes ocksa en
frekvensstudie dar varje beteende markerades med ett strack | protokollet

hund 1D Datum: Klockslag:
Beteendekategori 112|345 6| 7|8]9]10|11] 12]13|14] 15
Ga Gar stadigt
Gar vingligt
Oroligt gdende
gar och nosar
[Kiattrashoppa  motvaggidor|— |~ [T T [ I [ 1" 1T-1T-1°T°1~—
grava/krafsa
plocka av tratt
Sta Stadigt
Vingligt
aktivt
hangande huvud
Sitter stadigt
aktivt
héngande huvud
Ligga stadigt
aktivt
hangande huvud
huvud pa tassar
"kringla"
bakben at sidan
pa sidan
Blunda
hassja
hulka
salivera
Dricka
svansforing hég
mellan benen
viftande
ogonkontakt
skaka
slicka/bita
"Skall" vyl gnall _|morrning| krakning| Ramla klia |munslick svalja |
observator:
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